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A. Streszczenie 
Surowce zielarskie przeżywają obecnie swój renesans. Wykorzystanie ziół, zarówno 
pojedynczych jak i mieszanek, w domowym lecznictwie znane jest od najdawniejszych 
czasów. Do tej pory nie określono pełnego składu chemicznego poszczególnych roślin 
uważanych za lecznicze i dlatego na szczególną uwagę zasługują te badania, które mają na 
celu ustalenie takiego składu dla poszczególnych roślin leczniczych, a następnie 
sklasyfikowanie ich pod tym względem. Dziedziną nauki zajmującą się klasyfikacją 
związków pod względem składu chemicznego jest chemotaksonomia, będąca jedną z gałęzi 
taksonomii. 
W przedstawionej pracy doktorskiej jako materiał badawczy wykorzystano 18 
różnych roślin należących do rodzaju tymianków (Thymus L.), które zaliczamy do rodziny 
wargowych (Lamiaceae). Najpopularniejszym gatunkiem należącym do tej grupy jest 
tymianek pospolity (Thymus vulgaris L.). Roślina ta wykorzystywana jest zarówno  
w medycynie, jak i w kosmetyce, ale również znalazła szerokie zastosowanie jako 
przyprawa.  
Przeprowadzone badania, które mają na celu przeanalizowanie frakcji lotnej  
i nielotnej oraz właściwości biologicznych, można podzielić na następujące etapy: 
1. W pierwszym etapie badań określono skład frakcji lotnej poszczególnych 
gatunków tymianku wykorzystując metodę analizy fazy 
nadpowierzchniowej techniką chromatografii gazowej sprzężonej ze 
spektrometrią mas (HS-GC-MS). Ponadto, dla trzech wybranych gatunków 
frakcję lotną wyodrębniono przeprowadzając destylację z parą wodną  
w aparacie Derynga, a następnie określono skład chemiczny otrzymanych 
olejków eterycznych przy pomocy chromatografii gazowej sprzężonej ze 
spektrometrią mas (GC-MS). 
2. W drugim etapie badań analizie poddano frakcję nielotną. Najpierw 
przeprowadzono chemometryczną optymalizację warunków ekstrakcji 
frakcji fenolowej dla gatunku tymianku pospolitego. W tym celu porównano 
ekstrakcję w aparacie Soxhleta z przyspieszoną ekstrakcją 
rozpuszczalnikową (ASE) w różnych warunkach prowadzenia tego procesu. 
Następnie zarejestrowano chromatogramy technikami chromatografii 
cienkowarstwowej (TLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
(HPLC) w celu porównania badanych gatunków tymianku. Chromatogramy 
te mogą stanowić podstawę do stworzenia chromatograficznych „odcisków 
palca” (tzw. fingerprintów) ekstraktów frakcji fenolowej. 
6 
 
3. W kolejnym etapie skupiono się na określeniu właściwości biologicznych  
odpowiednio przygotowanych ekstraktów. W niniejszej pracy określono 
następujące właściwości badanych gatunków tymianku: 
 przeciwutleniające (antyoksydacyjne) stosując dwa typowe odczynniki  
o charakterze stabilnych wolnych rodników, tj. DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazylu) i ABTS (2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)). W 
tym celu wykorzystano trzy metody analityczne: spektroskopię elektronowego 
rezonansu paramagnetycznego (EPR), spektrofotometrię UV-Vis oraz test dot-
blot. 
 przeciwbakteryjne techniką chromatografii cienkowarstwowej z detekcją 
biologiczną realizowaną metodą bioautografii bezpośredniej (TLC-DB). 
 przeciwnowotworowe względem ludzkich komórek raka okrężnicy przy użyciu 
testu kolorymetrycznego MTS. 
Wyniki przeprowadzonych badań składają się na pewną szerszą całość, stanowiącą 
stosunkowo wszechstronne porównanie 18 gatunków i rodzajów tymianku pod względem 
ich właściwości leczniczych. 
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B. Summary 
Nowadays, a renaissance of curative plants is observed, which have been re-discovered 
worldwide. Herbal medicines in form of individual plants or plant mixtures have been 
utilized in human households from the times immemorial. However, an exact knowledge of 
chemical composition of most curative plants still remains unknown and therefore 
particular attention should be paid to the investigations on chemical composition of 
individual curative plants, with a possible classification thereof based on chemical 
composition. Scientific field focusing on classification of plants based on their chemical 
composition is known as chemotaxonomy, which is a branch of taxonomy. 
In this study, the research material is presented valid for eighteen different plants from 
the thyme (Thymus L.) genus, which belong to the mint (Lamiaceae) family. One of the 
most representative specimens from the thyme genus is common thyme (Thymus vulgaris 
L.). This particular plant has found different applications in medicine and cosmetics, but 
also as a culinary spice. At the initial stage of this study, composition of the volatile 
fraction of the investigated thyme species was investigated with use of the headspace gas 
chromatography with mass spectrometric detection (HS-GC-MS). Moreover, volatile 
fraction for three different thyme species was isolated through hydrodistillation in the 
Deryng’s apparatus, and then its chemical composition was assessed with use of gas 
chromatography with mass spectrometric detection (GC-MS). 
Next step was the analysis of the non-volatile fraction. Firstly, chemometrical 
optimization of the extraction procedure targeting the phenolics fraction was performed 
upon an example of common thyme. To this effect, a comparison was performed of the 
extraction procedure carried out in the Soxhlet’s apparatus with that performed with use of 
the accelerated solvent extraction (ASE), playing with different working parameters. Then 
the chromatographic “fingerprints” of the phenolic fraction extracts were recorded with use 
of the thin-layer chromatography (TLC) and the high-performance liquid chromatography 
(HPLC), in order to compare the investigated thyme species. 
Eventually, one focused on the evaluation of biological properties of the extracts 
obtained under the optimal working parameters. In the framework of this study, the 
following biological properties of the investigated thyme species have been assessed: 
 antioxidant properties with use of the two compounds acting as stable free radicals, 
i.e., DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic). For this purpose, three different analytical 
techniques were applied, i.e., the spectroscopy of electron paramagnetic resonance 
(EPR), the UV-Vis spectrophotometry, and the dot-blot test. 
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 antibacterial properties with use of the thin-layer chromatography with biological 
detection performed as direct bioautography (TLC-DB). 
 anticancer properties against the human colon adenocarcinoma cells with use of the 
colorimetric MTS test. 
The results obtained in this study make a relatively coherent yet broad entity which 
provides a comparison of the eighteen thyme specimens and species in terms of their 
curative properties. 
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C. Spis akronimów wykorzystanych w pracy 
Akronim Termin polskojęzyczny Termin anglojęzyczny 
ABTS 
2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonian) 
2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic 
ASE przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem accelerated solvent extraction 
BHA butylowany hydroksyanizol butylated hydroxyanizole 
BHT butylowany hydroksytoluen butylated hydroxytoluene 
CCD centralny plan kompozycyjny central composite design 
COW 
metoda zoptymalizowanego nakładania 
sygnałów maksymalizująca ich wzajemną 
korelację 
correlation optimized warping 
CUPRAC 
metoda oparta na redukcji kompleksu 
neokuproiny z jonami Cu(II) 
cupric reducing antioxidant capacity 
DAD detektor z matrycą diodową diode array detector 
DPPH 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
ELSD fotodyspersyjny detektor laserowy evaporative light scattering detector 
EPR 
spektroskopia elektronowego rezonansu 
paramagnetycznego 
electron paramagnetic resonance 
spectroscopy 
FRAP 
metoda oparta na redukcji kompleksu Fe(III)-
TPTZ 
ferric ion reducing antioxidant 
parameter 
GC - MS 
chromatografia gazowa sprzężona ze 
spektrometrią mas 
gas chromatography - mass 
spectrometry 
HAT mechanizm przeniesienia atomu wodoru hydrogen atom transfer 
HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa 
high performance liquid 
chromatography 
HS - GC - 
MS 
analiza fazy nadpowierzchniowej techniką 
chromatografii gazowej sprzężonej ze 
spektrometrią mas 
headspace gas chromatography - 
mass spectrometry 
MAE 
ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana 
promieniowaniem mikrofalowym 
microwave assisted extraction 
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MSPD ekstrakcja rozpuszczalnikiem z próbki 
zmieszanej wypełniaczem 
matrix solid phase dispersion 
MTT 
bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowy 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide 
ORAC 
metoda oznaczania zdolności absorpcji 
rodników tlenowych 
oxygen radical absorbance capacity 
PALS 
metoda asymetrycznych najmniejszych 
kwadratów z funkcją kary  
penalized asymmetric least squares 
PCA analiza czynników głównych principal component analysis 
RNS reaktywne formy azotu reactive nitrogen species 
ROS reaktywne formy tlenu reactive oxygen species 
RSM metoda odpowiedzi powierzchni response surface methodology 
RSS reaktywne formy siarki reactive sulfur species 
SET 
mechanizmu przeniesienia pojedynczego 
elektronu 
single electron transfer 
SFE 
ekstrakcja przy pomocy płynu w stanie 
nadkrytycznym 
supercritical fluid extraction 
SPE ekstrakcja do fazy stałej solid phase extraction 
SPME mikroekstrakcja do fazy stałej  solid phase microextraction 
TBHQ tert-butylohydrochinon tert-butylhydroquinone 
TLC chromatografia cienkowarstwowa thin layer chromatography 
TLC - DB 
bioautografia bezpośrednia połączona  
z chromatografią cienkowarstwową 
thin-layer chromatography coupled 
with direct bioautography 
TRAP 
metoda oznaczania całkowitej zdolności 
wychwytywania wolnych rodników 
total radical trapping antioxidant 
parameter 
UAE 
ekstrakcja przy pomocy rozpuszczalnika 
wspomagana ultradźwiękami 
ultrasound  assisted extraction 
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I. Wstęp 
Aktualnie możemy zaobserwować powrót do starych metod terapii w leczeniu chorób, 
jak i odkrywanie na nowo dawnych surowców zielarskich - oczywiście zgodnie ze 
współczesną wiedzą. Spośród ponad 400 000 gatunków roślin skatalogowanych na Ziemi, 
za lecznicze uważa się około 40 000. Dokładnie przebadanych zostało natomiast zaledwie 
parę tysięcy (1-1,5%) [1]. 
Ziołami określa się rośliny lecznicze zawierające związki chemiczne o właściwościach 
specyficznego oddziaływania na organizm, natomiast metodę wykorzystującą do leczenia 
bogactwo surowców naturalnych występujących w przyrodzie (głównie w świecie roślin) 
nazwano ziołolecznictwem, określanym obecnie częściej mianem fitoterapii. Światowa 
produkcja ziół jest szacowana obecnie na ponad 5 000 000 ton rocznie; produkcja obejmuje 
między innymi zioła wykorzystywane do celów wyłącznie farmaceutycznych. Rynki 
europejskie uważa się za najważniejsze i najlepiej zorganizowane w tym zakresie.  
W obrocie znajduje się około 2 000 gatunków roślin leczniczych i aromatycznych.  
W krajach Unii Europejskiej zioła uprawia się na powierzchni 70 000 ha, a głównymi 
producentami są m.in. Francja, Niemcy, czy Polska. W Polsce plantacje zielarskie zajmują 
powierzchnię około 30 000 ha, gdzie uprawia się obecnie 29 oryginalnych odmian roślin 
zielarskich. Około 70% skupowanych w naszym kraju surowców zielarskich jest 
przeznaczone na rynek krajowy do dalszego przetwórstwa, głównie na leki roślinne oraz 
wyroby spożywcze i kosmetyki. Pozostała część jest eksportowana, głównie do krajów 
Unii Europejskiej [2, 3]. 
Taksonomia jest to nauka o zasadach i metodach klasyfikowania, w szczególności 
obejmująca tworzenie i opisywanie jednostek systematycznych: taksonów. Jedną z szybko 
rozwijających się dziedzin taksonomii jest chemotaksonomia, inaczej nazywana 
taksonomią chemiczną lub chemiczną systematyką roślin. Wykorzystuje ona dane 
chemiczne w celu ulepszenia klasyfikacji roślin. Jest to nowa metoda, która dostarcza 
szczegółowych informacji dotyczących roślin. Dzięki temu otrzymujemy szereg danych, 
które są wykorzystywane podczas ich klasyfikacji. Istnieją trzy główne powody 
dynamicznego rozwoju chemotaksonomii: 
 rozwój wielu nowych metod izolacji i technik analitycznych, dzięki którym analiza 
produktów roślinnych jest łatwiejsza i szybsza oraz dostarcza dokładniejszych 
informacji, 
 uświadomienie faktu, że poza występowaniem u roślin wielu podstawowych 
szlaków biochemicznych istnieje ogromne zróżnicowanie pomiędzy taksonami  
w odniesieniu do wielu innych, mniej podstawowych szlaków biochemicznych, 
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 konieczność wykorzystywania danych pochodzących z jak największej liczby 
źródeł, w celu dokonania klasyfikacji roślin [4]. 
Przedmiotem przedstawionych badań jest roślina lecznicza, tymianek. Tymianek 
pospolity (Thymus vulgaris L.) jest rośliną pochodzącą z basenu Morza Śródziemnego,  
o charakterystycznym wyglądzie listków i fioletowym odcieniu kwiatostanu. Wykazuje 
szerokie zastosowanie w lecznictwie, kosmetyce oraz kuchni. Obszerne badania 
fitochemiczne dotyczące składu chemicznego tej rośliny pokazują, iż zostało w niej 
zidentyfikowanych kilka klas bioaktywnych związków chemicznych, takich jak: kwasy 
fenolowe, flawonoidy, terpenoidy czy olejki eteryczne. Tymianek wykazuje różne 
korzystne właściwości farmakologiczne, takie jak: antyseptyczne, antyoksydacyjne, 
przeciwbakteryjne, przeciwskurczowe czy wykrztuśne [5-8].  
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1. Tymianek 
Tymianek pospolity (Thymus vulgaris L.) jest to drobny półkrzew z rodziny 
wargowych (Laminaceae), a do jego rodzaju zaliczamy około 350 gatunków. Rośnie dziko 
na wybrzeżach Morza Śródziemnego oraz w Ameryce Południowej. Jego nazwa wywodzi 
się z języka greckiego od wyrazu „thymos”, oznaczającego odwagę, męstwo oraz siłę, co 
wiązało się z pobudzającym działaniem tej rośliny, bądź od egipskiego „tham” lub „thym” - 
składać ofiarę, gdyż jeszcze w starożytnym Egipcie roślina ta była jednym z głównych 
składników kadzideł i substancji służących do balsamowania zwłok. Jest on uprawiany 
jako roślina przyprawowa i lecznicza w wielu krajach Europy i Ameryki. Gatunek ten ma 
rozgałęzioną, wzniesioną łodygę osiągającą wysokość do 40 cm, w dolnej części 
zdrewniałą. Roślina ta posiada drobne, wyrastające parami, krótkoogonkowe lub siedzące, 
kształtu eliptycznego, całobrzegie, od strony dolnej szarawo owłosione liście. Kwiaty 
drobne, grzbieciste, dwuwargowe, o koronie koloru różowoliliowego lub jasnofioletowego, 
zebrane w pozorne okółki, tworzące szczytowe, skupione groniaste kwiatostany. Cała 
roślina ma swoisty, aromatyczny, przyjemny zapach tymolowy [9-15]. 
 
Rys.1. Systematyka tymianku pospolitego [16]. 
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W lecznictwie oraz w kosmetologii jako surowiec wyjściowy stosuje się ziele 
tymianku, w którego skład chemiczny wchodzą takie związki, jak: 
 olejki eteryczne, 
 związki garbnikowe, 
 kwasy polifenolowe, 
 flawonoidy, 
 saponiny, 
 sole mineralne. 
W zależności od pochodzenia materiału roślinnego, terminu zbioru, warunków suszenia 
oraz przechowywania surowca skład chemiczny materiału roślinnego może być różny  
[17-24]. 
W medycynie tymianek pospolity wykorzystywany jest głównie w leczeniu zapalenia 
górnych dróg oddechowych i zaburzeniach czynności przewodu pokarmowego, ze względu 
na działanie bakteriobójcze. Zarówno ziele, jak i olejek eteryczny stosowane są do 
produkcji: 
 past do zębów, 
 płynów do ust, 
 płynów do płukania gardła, 
 dezynfekujących kremów, 
 olejków do kąpieli. 
Z leczniczych właściwości tymianku korzysta się w warunkach domowych, stosując 
napary, okłady, kąpiele, inhalacje lub płukanki z ziela. Zgniecione liście tymianku można 
przykładać na rany oraz do miejsc po ukąszeniu owadów [25-28]. 
Głównym składnikiem olejku eterycznego tymianku jest tymol, który podrażnia błony 
śluzowe. Stosowane doustnie mogą prowadzić do wymiotów, bólów głowy, mogą również 
powodować krwiomocz i uszkadzać nerki. Na zagrażające życiu skutki uboczne są 
narażone przede wszystkim dzieci oraz osoby starsze. Zatem doustne stosowanie olejku 
tymiankowego i tymolu wymaga konsultacji z lekarzem [26, 29]. 
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Rys.2. Tymianek pospolity [30]. 
Poniżej przedstawiono charakterystykę najpowszechniej występujących gatunków tymianku: 
Thymus serpyllum L. (macierzanka piaskowa) - drobna krzewinka rozpowszechniona  
w licznych odmianach niemal w całej Europie oraz środkowej i północnej Azji, a także  
w północnej Afryce. Produkty z ziela macierzanki pobudzają czynność wydzielniczą błon 
śluzowych górnych dróg oddechowych oraz wzmacniają odruch wykrztuśny. Zawarte  
w zielu macierzanki związki goryczowe usprawniają trawienie i przyswajanie pokarmów, 
natomiast garbniki hamują rozwój drobnoustrojów chorobotwórczych w przewodzie 
pokarmowym. Ziele macierzanki stosuje się również jako przyprawę, natomiast olejek 
macierzankowy w przemyśle spożywczym, perfumeryjnym i mydlarskim [31, 32]. 
Thymus pulegioides L. (macierzanka szerokolistna) - pospolita w całym kraju w widnych 
lasach, na zboczach, łąkach i przydrożach. Jest półkrzewem sięgającym do 40 cm 
wysokości. Może być wykorzystywana jako środek pomocniczy w leczeniu astmy i stanów 
zapalnych oskrzeli. Wykazuje właściwości przeciwbakteryjne i antyoksydacyjne, a ponadto 
jest doskonałą przyprawą do ryb i drobiu [33-35]. 
Thymus mastihina - jest niewysokim krzewem sięgającym do 30 cm wysokości, który 
pochodzi z Półwyspu Iberyjskiego. Jego liście są dość duże i omszone, natomiast kwiaty 
białe. Wydziela kamforowy lub eukaliptusowy aromat. Jest doskonałą przyprawą do mięs  
i sosów. Pozytywnie oddziałuje i usprawnia układ trawienny [36]. 
Thymus capitatus L. (macierzanka główkowata) - zapachem przypomina oregano. 
Charakteryzuje się różnymi właściwościami biologicznymi, np.: przeciwbakteryjnymi, 
przeciwwirusowymi oraz antyoksydacyjnymi [37]. 
Thymus citriodorus (macierzanka cytrynowa) - swoim zasięgiem obejmuje obszary 
śródziemnomorskie. Roślina ta wykorzystywana jest jako lokalna przyprawa, zarówno 
wysuszona, jak i gotowana. Wykazuje właściwości przeciwbakteryjne, antyseptyczne oraz 
jest stosowana w leczeniu astmy oraz innych chorób dróg oddechowych [38]. 
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2. Krótka charakterystyka związków chemicznych występujących  
w badanych roślinach 
2.1. Olejki eteryczne 
Już w czasach starożytnych znane były różne olejki eteryczne. W starożytnym Egipcie 
stosowano aromatyczne rośliny w wielu celach, m.in. w kosmetycznych, leczniczych czy 
też do balsamowania ciał. Pozyskiwanie naturalnych substancji zapachowych wiąże się 
jednak z bardzo dużymi kosztami, np. ze 100 kg płatków róży otrzymuje się tylko 0,5 litra 
olejku eterycznego. Przyczyniło się to w XIX wieku do poszukiwań innych źródeł ich 
pozyskiwania, co z kolei doprowadziło do wytwarzania syntetycznych substancji 
zapachowych. W XX wieku powrócono do badań nad olejkami. Konsekwencją tego było 
powstanie aromaterapii, czyli leczenia zapachami. Około 3000 olejków eterycznych jest 
produkowanych przy użyciu co najmniej 2000 gatunków roślin, z czego 300 jest istotnych 
z handlowego punktu widzenia. Rośliny produkujące omawiane związki lotne należą do 
różnych rodzajów zaliczanych do około 60 rodzin. Rośliny należące do takich rodzin jak: 
Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae czy Rutaceae 
wytwarzają duże ilości olejków eterycznych, które mają wartość leczniczą i przemysłową 
[39-42]. 
Olejki eteryczne (ang. essential oils) występujące w świecie roślinnym stanowią 
mieszaninę substancji lotnych, charakteryzujących się różnymi właściwościami 
chemicznymi. Jest to bardzo heterogenna grupa związków organicznych, pod względem 
właściwości fizykochemicznych oraz technologii pozyskiwania (najczęściej polegającej na 
destylacji z parą wodną). Do ogólnych, charakterystycznych cech olejków eterycznych 
można zaliczyć: 
 płynną konsystencję, 
 lipofilowość, 
 czynność optyczną, 
 charakterystyczny zapach. 
W skład określonego olejku eterycznego może wchodzić kilkadziesiąt, a czasami nawet 
kilkaset różnych związków chemicznych. Zazwyczaj spośród oznaczanych związków 
lotnych jesteśmy w stanie określić główny składnik danego olejku, który nadaje mu 
charakterystyczny zapach oraz wpływa na jego działanie farmakologiczne. Obecnie 
poznano ponad 1500 związków wchodzących w skład różnych olejków eterycznych [43-46]. 
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Olejki eteryczne pod względem chemicznym stanowią wieloskładnikowe mieszaniny 
związków monoterpenowych, seskwiterpenowych oraz rzadziej, diterpenowych (mowa 
wtedy o olejkach terpenowych) lub związków pochodnych fenylopropanu (mowa wtedy  
o olejkach nieterpenowych). Występujące w nich związki mają charakter węglowodorów, 
alkoholi, aldehydów, ketonów, estrów, czy eterów. Oprócz wspomnianych związków 
terpenowych i pochodnych fenylopropanu, w olejkach eterycznych spotyka się również 
substancje siarkowe, azotowe, pochodne acetylenu, kumaryny, kwasy organiczne i inne. 
Skład procentowy poszczególnych składników w danym olejku jest zmienny i zależy od 
wielu czynników, takich jak: 
 uwarunkowania genetyczne,  
 zaawansowanie wegetacji,  
 pochodzenie geograficzne surowca,  
 czas zbioru surowca, 
 sposób przechowywania surowca [47-53]. 
Tą mieszaninę związków lotnych zaliczamy do grupy metabolitów wtórnych, która 
zlokalizowana jest w różnych strukturach tkanki wydzielniczej zarówno egzogennej, jak  
i endogennej. Olejki eteryczne mogą znajdować się w kwiatach, liściach, korzeniach, 
kłączach, cebulach, owocach, czy nasionach. Możemy spotkać różne wytwory tkanki 
wydzielniczej, takie jak: włoski gruczołowe, gruczoły olejkowe, komórki olejkowe, 
przewody i kanały olejkowe oraz żywiczne, a także zbiorniki olejkowe pochodzenia 
schizogenicznego i lizygenicznego [54-57]. 
 
Rys.3. Włosek gruczołowy roślin z rodziny Lamiaceae (Jasnotowate) [54]. 
 
 
19 
 
Ze względu na swój bogaty skład chemiczny olejki eteryczne wykazują różne 
właściwości farmakologiczne. Zazwyczaj uzależnione są one od charakteru głównych 
składników. Do najważniejszych właściwości leczniczych należą: 
 przeciwbakteryjne [58, 59], 
 antyoksydacyjne [60, 61],  
 przeciwzapalne [62, 63],  
 przeciwgrzybicze [64, 65],  
 przeciwnowotworowe [66, 67], 
 przeciwwirusowe [68, 69]. 
Jednym z ważnych surowców roślinnych, z których pozyskujemy olejki eteryczne 
jest ziele. Ziele tymianku zbierane jest podczas kwitnienia i jest ono materiałem typowo 
olejkowym, aromatycznym. Związki lotne otrzymujemy przez destylację z parą wodną. 
Olejek tymiankowy powinien zawierać nie mniej niż 20% (200 mg/g) i nie więcej niż 45% 
(450 mg/g) fenoli, w przeliczeniu na sumę tymolu i karwakrolu. Poza tymi substancjami 
zawiera on również alkohole (borneol i linalol) oraz monoterpeny. Olejek tymiankowy jest 
żółtobrunatną cieczą o zapachu tymolu. Dzięki zawartości związków fenolowych 
(zwłaszcza tymolu) wywiera działanie antyseptyczne (przewyższające aktywnością fenol). 
Jest również stosowany jako dodatek do past do zębów, płynów, żeli i maści działających 
antyseptycznie (stosowane są one w profilaktyce i leczeniu różnych zakażeń w obrębie 
jamy ustnej). Wykazuje również działanie przeciw różnym drobnoustrojom. Składniki 
olejku wykazują działanie wykrztuśne, pobudzają wydzielanie śluzu przez błonę śluzową 
układu oddechowego i wzmagają ruchy nabłonka rzęskowego. W olejku tymiankowym 
zidentyfikowano 40 składników [70-79]. 
Tab.1. Główne składniki olejku tymiankowego [73]. 
Nazwa składnika Zawartość procentowa [%] 
tymol 38,1 
p-cymen 29,1 
terpinen 5,2 
linalol 3,7 
kariofilen 3,1 
karwakrol 2,3 
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a) b) 
Rys.4. Struktura a) tymolu oraz jego izomeru b) karwakrolu [80]. 
Olejki eteryczne, jako substancje lotne, możemy wydzielać w różny sposób  
z materiału roślinnego. Podstawowym i głównym procesem ich pozyskiwania jest 
destylacja (ekstrakcja) z zastosowaniem pary wodnej, podczas której substancje zapachowe 
są chronione i wydzielane bez użycia pomocniczych środków chemicznych. Metoda ta jest 
znana już od XI wieku. Destylację należy prowadzić w odpowiednich warunkach 
temperatury i ciśnienia, ponieważ prowadzenie jej przy zbyt wysokim ciśnieniu i w zbyt 
dużej temperaturze może skutkować zniszczeniem cennych składników pozyskiwanego 
olejku. Należy zatem prowadzić destylację w sposób powolny i umiarkowany. Tak opisany 
proces przeprowadza się w aparacie Derynga, który umożliwia w łatwy sposób 
pozyskiwanie analizowanych substancji. W wyniku destylacji z parą wodną otrzymujemy 
terpeny i pochodne fenylopropanu, ale mogą również występować inne związki lotne takie, 
jak kumaryny, a także niskocząsteczkowe produkty degradacji kwasów tłuszczowych i 
związków terpenowych. Poza związkami pierwotnymi badany olejek eteryczny może 
zawierać składniki powstające podczas procesu jego otrzymywania, np. chamazulen 
(powstający z nielotnej matrycy), czy artabsyny (powstające podczas destylacji z parą 
wodną). 
Oprócz destylacji z parą wodną olejki eteryczne można otrzymywać w inny sposób. 
Do dobrze poznanych technik otrzymywania należą: 
 wytłaczanie, 
 ekstrakcja rozpuszczalnikiem lotnym, 
 maceracja [81-84]. 
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                                                    a)                             b) 
Rys.5. Destylacja z parą wodną materiału roślinnego w aparacie Derynga: a) zestaw  
w trakcie destylacji b) zestaw po destylacji [85]. 
Terpeny, inaczej nazywane izoprenoidami, są dużą grupą substancji pochodzenia 
naturalnego biogenetycznie pochodzącą od tzw. aktywnego iozoprenu, inaczej 
izopentenylodifosforanu lub jego izomeru, dimetyloallilodifosforanu. Są to niewielkie 
cząsteczki organiczne o niezwykle zróżnicowanej budowie chemicznej. Poznane są tysiące 
różnych terpenów. Niektóre z nich są węglowodorami, inne zawierają tlen; niektóre z nich 
zawierają w swojej budowie pierścień, a jeszcze inne są związkami otwarto-łańcuchowymi. 
Tab.2. Podział terpenów [86]. 
Nazwa grupy Liczba atomów węgla Przykład substancji 
monoterpeny C10 mircen, limonen 
seskwiterpeny C15 farnezol, akoron 
diterpeny C20 fitol, marubina 
sesterterpeny C25 bardzo rzadkie w przyrodzie 
triterpeny C30 betulina, akteina 
tetraterpeny C40 karoteny, likopen 
politerpeny C5n kauczuk, gutta 
 
CH2
C
CH3 CH
CH2
 
Rys.6. Struktura izoprenu (2-metylo-1,3-butadienu) [87]. 
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Klasyfikacja terpenów opiera się na liczbie jednostek izoprenowych w strukturze. 
W cząsteczkach tych liczba atomów węgla jest podzielna przez 5. Wskutek reakcji 
wtórnych, np. oksydacji, cyklizacji czy odszczepienia niektórych podstawników, powstają 
inne cząsteczki, w których liczba atomów węgla nie jest podzielna przez 5, np. steroidy  
[87, 88]. 
2.2. Polifenole 
Polifenole stanowią dużą grupę cząsteczek należących do grupy wtórnych metabolitów, 
które są zlokalizowane w jadalnych częściach produktów roślinnych oraz  
w roślinach leczniczych. Związki fenolowe możemy zdefiniować jako substancje 
posiadające pierścień aromatyczny, z którym związana jest jedna lub więcej grup 
hydroksylowych oraz dodatkowo inne podstawniki, takie jak np. grupa karboksylowa.  
Ze względu na dużą różnorodność strukturalną, klasyfikacja omawianych związków jest 
trudna. Biorąc pod uwagę budowę szkieletu węglowego, możemy wyróżnić następujące 
grupy związków:  
 
 kwasy fenolowe (C6 - C1),  
 flawonoidy (C6 - C3 - C6),  
 proantocyjanidyny (C6 - C3 - C6)n,  
 stilbeny (C6 - C2 - C6),  
 lignany (C6 - C3)2,  
 ligniny (C6 - C3)n [89-92]. 
2.2.1. Kwasy fenolowe 
 Kwasy fenolowe (nazywane również fenolokwasami) są to związki chemiczne 
zawierające w swojej budowie fenolową grupę hydroksylową oraz grupę karboksylową.  
Są to metabolity wtórne o zróżnicowanej budowie chemicznej i o zróżnicowanych 
właściwościach biologicznych. W zależności od liczby atomów węgla w łańcuchu bocznym 
wyróżnia się proste kwasy benzoesowe, kwasy fenylooctowe oraz kwasy cynamonowe [93-95].  
R1 R3
R2
COOH
 
R1 R3
R2
COOH
 
R1 R3
R2
COOH
 
Rys.7. Podział i struktura kwasów fenolowych: R1, R2 - H, OCH3, OH, R2 - OH [93]. 
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W przyrodzie kwasy fenolowe mogą występować w różnych formach, takich jak: 
 wolne fenolokwasy, 
 estry fenolokwasów (depsydy, depsydony), 
 formy heterozydowe (proste, złożone) [96, 97]. 
Powszechnie kwasy fenolowe możemy spotkać w surowcach roślinnych jako 
pochodne kwasu cynamonowego oraz pochodne kwasu benzoesowego. Szczególnie 
rozpowszechnione są pochodne kwasu cynamonowego. Występują one zarówno w postaci 
wolnej, jak i depsydów, a także w połączeniach glikozydowych. Czasami również wchodzą 
one w skład cząsteczek antocyjanów lub flawonów [99-100]. 
Najpopularniejszymi pochodnymi kwasu benzoesowego są kwasy 
protokatechinowy i p-hydroksybenzoesowy. Kwasy te występują np. w czarnej porzeczce 
oraz w czerwonych owocach (truskawkach czy malinach). Do tej grupy zaliczamy również 
kwas galusowy, który jest silnym przeciwutleniaczem. Bogatym jego źródłem są m.in. 
herbaty czy truskawki. W grupie pochodnych kwasu cynamonowego popularnym 
przykładem jest kwas kawowy, występujący m.in. w jabłkach, gruszkach czy śliwkach, 
który charakteryzuje się bardzo dużą aktywnością przeciwutleniającą. Innymi przykładami 
mogą być: kwas ferulowy (występujący np. w nasionach pszenicy, jęczmienia i owsa), 
kwas p-kumarowy (występujący w owocach, np. w jabłkach czy w czarnej porzeczce) oraz 
kwas synapinowy (występujący w warzywach, np. w brokułach) [101-103]. 
Poniżej przedstawiono wzory najważniejszych i najpopularniejszych kwasów 
fenolowych. 
OH
COOH
 
OH
COOH
OH  
kwas p-hydroksybenzoesowy kwas protokatechowy 
OH
COOH
OCH3  
kwas wanilinowy 
Rys.8. Wybrane pochodne kwasu benzoesowego [104]. 
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OCH3
H3CO
 
kwas p-kumarowy kwas sinapowy 
H3CO
COOH
 
kwas 4-metoksycynamonowy 
Rys.9. Wybrane pochodne kwasu cynamonowego [104]. 
W syntezie kwasów fenolowych podstawowym prekursorem jest fenyloalanina.  
W wyniku deaminacji fenyloalaniny powstaje kwas cynamonowy oraz inne jego 
hydrokysypochodne o charakterze kwasów fenolowych. Powstające w ten sposób niektóre 
kwasy fenolowe odgrywają rolę prekursorów w biosyntezie kwasu galusowego oraz 
garbników hydrolizujących. Reakcja odszczepienia grupy aminowej od fenyloalaniny przez 
enzym o nazwie amoniakaliza fenyloalaniny jest bardzo ważnym etapem syntezy związków 
fenolowych. W jej wyniku zostaje utworzony kwas cynamonowy, który jest substratem 
zarówno do syntezy innych prostych związków, jak i związków złożonych. Kwas 
cynamonowy i wiele związków, które są jego pochodnymi określa się mianem 
fenylopropanoidów, ze względu na trójwęglowy łańcuch połączony z rdzeniem 
aromatycznym. Związki te przekształcane są często w pochodne, np. kwas salicylowy  
i inne, nie mające już bocznego łańcucha trójwęglowego [105-107]. 
Kwasy fenolowe, zarówno pochodne kwasu cynamonowego, jak i pochodne kwasu 
benzoesowego, są bardzo rozpowszechnione w świecie roślin. Występują one m.in.  
w liściach szałwii, melisy czy rozmarynu. Prawdopodobnie kwasy fenolowe występują 
jako substancje wypełniające zdrewniałe części roślin, tzn. ligniny, z którymi są powiązane 
estrowo. Pełnią one w tym przypadku rolę inhibitorów celulaz wytwarzanych przez 
patogeny i w ten sposób hamują ich wnikanie przez błony do wnętrza komórki [108-110]. 
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Tab.3. Średnia zawartość kwasów fenolowych w wybranych produktach spożywczych pochodzenia 
roślinnego [111]. 
Produkt 
Zawartość kwasów fenolowych 
Rodzaj kwasu Zawartość mg/kg suchej masy 
jabłko chlorogenowy 200 
truskawka 
galusowy 
wanilinowy 
120 
25 
agrest 
kawowy 
ferulowy 
10 
10 
sałata 
cykoriowy 
kawoilojabłkowy 
100 
30 
surowe ziarno kawy 
chlorogenowy 
dikawoilochinowy 
60000 
10000 
 
W organizmie ludzkim kwasy fenolowe wykazują zróżnicowaną aktywność 
biologiczną. Do najważniejszych właściwości farmakologicznych należą: 
 antyoksydacyjne [112, 113],  
 przeciwbakteryjne [114, 115], 
 przeciwzapalne [116, 117], 
 przeciwnowotworowe [118, 119]. 
 
Tab.4. Krótki opis wybranych kwasów fenolowych. 
Nazwa Struktura i opis 
Właściwości 
farmakologiczne 
kwas 
benzoesowy 
COOH
 
Kwas benzoesowy występuje w postaci białych, 
błyszczących kryształów o temperaturze topnienia 120oC. 
Występuje w wielu owocach w ilości rzędu 0,05%. 
 przeciwbakteryjne, 
 przeciwgrzybicze, 
 wykrztuśne [120, 
121]. 
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kwas 
galusowy 
OH
COOH
OH
OH
 
Ze względu na swoje właściwości fizykochemiczne 
(kompleksowania metali, tworzenia estrów) jest prekursorem 
wielu związków biologicznie czynnych. 
 przeciwnowo-
tworowe, 
 przeciwzapalne, 
 hamuje degradację 
insuliny [122, 123]. 
kwas 
cynamonowy 
COOH
 
Kwas cynamonowy występuje w dwóch odmianach 
izomerycznych: cis i trans. Jest składnikiem balsamu 
peruwiańskiego, czyli naturalnego leku wyciekającego  
z uszkodzonej kory drzewa. 
 przeciwcukrzycowe, 
 substancja  
zapachowa [124, 
125]. 
kwas kawowy 
OH
COOH
OH  
Spotykany jest najczęściej  
w roślinach z rodzin: jasnotowatych (Lamiaceae) oraz 
astrowatych (Asteraceae). Jest podstawowym składnikiem 
roślinnych metabolitów wtórnych o budowie estrowej. 
 przeciwbakteryjne, 
 przeciwgrzybicze, 
 antyoksydacyjne  
[126, 127]. 
kwas 
rozmarynowy 
OH
OH
H
H O
O
H
O
OH
OH
OH
 
Jest to ester kwasu kawowego  
i α-hydroksydihydrokawowego. Wolny kwas rozmarynowy 
występuję w ponad stu gatunkach roślin w ilościach od 0,01 
mg do 78 mg w 1 g surowca. 
 przeciwzapalne, 
 przeciwbakteryjne, 
 przeciwwirusowe, 
 przeciwalergiczne  
[128-130]. 
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kwas 
chlorogenowy 
OH
OH
OH COOH
O
O
OH
OH
 
Jest estrem (depsydem) kwasu kawowego z kwasem 
chinowym. Występuje w wielu surowcach roślinnych,  
np. w kawie, herbacie, pomidorach czy brzoskwiniach. 
 
 reguluje metabolizm 
glukozy i lipidów, 
 przeciwzapalne, 
 przeciwbakteryjne, 
 antyoksydacyjne  
[131, 132]. 
Metodyka izolacji kwasów fenolowych w znacznej mierze zależy od rodzaju 
badanej próbki. Związki te możemy izolować z próbek stałych (surowce roślinne, stałe 
postacie leku ziołowego) oraz z próbek ciekłych (soków owocowych, płynów ustrojowych, 
czy płynnych postaci leku) [133]. Poniżej wymieniono najważniejsze metody izolacji: 
 ekstrakcja prosta [134], 
 ekstrakcja połączona z hydrolizą [135], 
 ekstrakcja przy użyciu aparatu Soxhleta [136], 
 ekstrakcja przy pomocy rozpuszczalnika wspomagana ultradźwiękami 
(UAE) [137],  
 ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana promieniowaniem 
mikrofalowym (MAE) [138],  
 przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikowa (ASE) [139], 
 ekstrakcja wodą w stanie nadkrytycznym [140], 
 ekstrakcja rozpuszczalnikiem z próbki zmieszanej  wypełniaczem (MSPD) 
[141].  
Stężenie związków fenolowych, w tym kwasów fenolowych, w ekstraktach 
otrzymanych z materiału roślinnego zależy od wielu czynników, takich jak rodzaj próbki, 
czas i temperatura powadzenia ekstrakcji oraz polarność wykorzystanego rozpuszczalnika. 
Najczęściej stosowanymi rozpuszczalnikami w ekstrakcji materiału roślinnego są woda, 
metanol lub etanol. Separacja kwasów fenolowych z ekstraktów jest bardzo 
skomplikowana i czasochłonna, dlatego koniecznym stało się opracowanie szybkiego  
i skutecznego sposobu rozdzielania i oczyszczania kwasów fenolowych [142, 143]. 
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2.2.2. Flawonoidy 
Flawonoidy jest to jedna z największych grup metabolitów wtórnych, które pełnią 
zróżnicowane funkcje biologiczne w roślinach. Ich działanie jest zależne od struktury. 
Natura chemiczna flawonoidów zależy od stopnia hydroksylacji, charakteru podstawników 
i stopnia polimeryzacji. Są to pochodne chromonu (benzo-γ-pironu) o różnorodnych 
barwach, rozpuszczone w soku komórkowym różnych organów roślinnych.  
Ich podstawowym elementem strukturalnym jest piętnastowęglowy szkielet zbudowany  
z dwóch pierścieni benzenowych połączonych łańcuchem propanowym tworzący układ  
C6-C3-C6. W większości przypadków połączenie trójwęglowym mostkiem propanowym 
przekształca się w układ zamknięty w postaci pierścienia zawierającego heteroatom tlenu. 
Zidentyfikowano już ponad 4000 różnych flawonoidów, z których wiele jest 
odpowiedzialnych za atrakcyjny kolor kwiatów, owoców i liści [144-147]. 
C
 
 
C
 
 
C
 
O
 
Rys.10. Podstawowa struktura flawonoidów [148]. 
Głównym źródłem flawonoidów w diecie człowieka są warzywa i owoce. Średnie 
spożycie tych związków chemicznych dla mieszkańca Europy wynosi 20 mg dziennie.  
W dużych ilościach flawonoidy występują w zielonej i czarnej herbacie, w czerwonym 
winie, w cebuli, jabłkach, owocach cytrusowych i gryce. Stwierdzono zależność między 
stosowaniem diety bogatej we flawonoidy i zmniejszoną zachorowalnością, np. na choroby 
krążenia i nowotwory. Flawonoidy należą do grupy związków rzadko spotykanych wśród 
bakterii, glonów, porostów i mszaków. U mszaków i paprotników zostały zidentyfikowane 
głównie jako glikozydy flawonów i pochodne o-uronowe. Powszechne występowanie 
flawonoidów rozpoczyna się w układzie systematycznym u roślin naczyniowych od klasy 
paproci. Właśnie w tej klasie roślin wyróżniono takie związki flawonoidowe jak  
O-glikozydy flawonoli, C-metyloflawonoidy, chalkony czy proantocyjaniny. U roślin 
dwuliściennych flawonoidy występują szczególnie powszechnie w takich rodzinach, jak 
np.: 
 
 
 
A B 
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 brzozowate (Betulaceae), 
 rdestowate (Polygonaceae), 
 wrzosowate (Ericaceae), 
 wargowe (Lamiaceae). 
W rodzinie jednoliściennych flawonoidy również są spotykane, np. w rodzinie 
liliowatych (Liliaceae) [149-151]. 
Tab.5. Występowanie flawonoidów w pożywieniu [152]. 
Podklasa flawonoidów Główne źródło w żywności 
flawonole cebula, kapusta, brokuły, jabłka, jagody, wiśnie 
flawony pietruszka, tymianek 
flawanony owoce cytrusowe 
katechiny jabłka, herbata 
antocyjanidyny wiśnie, winogrona 
izoflawony soja, rośliny strączkowe 
 
Biosynteza związków flawonoidowych jest procesem złożonym. Pochodzenie 
podstawowych struktur flawonoidowych jest mieszane: układ C6-C3 cząsteczki wywodzi 
się z aminokwasów aromatycznych bezpośrednio od kwasu cynamonowego, natomiast 
pierścień fenylowy B bierze początek od octanu, który włącza się do niego w drodze 
poliketydowej. Układ ten jest wynikiem aktywności enzymatycznej dwóch różnych 
szlaków metabolicznych: szlaku kwasu szikimowego oraz szlaku kwasu malonowego. 
Produktem pośrednim omawianej biosyntezy jest odpowiedni chalkon. Cyklizacja kwasu 
cynamonowego (lub p-kumarowego) do chalkonu zachodzi przy współudziale dwóch 
cząsteczek malonylo-koenzymu A. Z produktu pośredniego, który jest nietrwały, tj. 
chalkonu, powstaje układ flawonu i jego wszystkie możliwe modyfikacje (rys.11.). 
Izoflawony powstają z tych samych prekursorów, jedynie podczas biosyntezy następuje 
migracja arylu [153-156]. 
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Rys.11. Biosynteza flawonoidów [157]. 
+ 3 Malonylo-CoA 
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Flawonoidy, w zależności od postaci w jakiej występują, wykazują różną rozpuszczalność: 
 w postaci glikozydów są rozpuszczalne w wodzie i alkoholu etylowym, 
natomiast nie rozpuszczają się w eterze, chloroformie i benzenie, 
 w postaci aglikonów nie rozpuszczają się w wodzie, ale rozpuszczają się  
w rozpuszczalnikach organicznych. 
Wspólną właściwością dla obu form flawonoidów jest rozpuszczalność w alkaliach. 
Charakterystyczną właściwością związków flawonoidowych jest ich fluorescencja  
w świetle UV. Pod wpływem niektórych odczynników zasadowych fluorescencja żółta 
pogłębia się, a brunatna zmienia się na żółtą. Szczególnie dogodne jest stosowanie par 
amoniaku. Bardzo ważne są również reakcje z solami metali polegające na tworzeniu 
kompleksów chelatowych. W czasie tworzenia się kompleksu jon metalu i atomy grup 
podstawnikowych zamykają jeden pierścień albo kilka pierścieni chelatowych. Pochodne 
hydroksylowe flawonów i flawanonów mają trzy możliwości kompleksowania jonów 
metali [158-160]. 
Flawonoidy wykazują zróżnicowane działanie farmakologiczne, między innymi 
wykazują właściwości:  
 antyoksydacyjne [161, 162], 
 przeciwzapalne [163, 164], 
 ochraniające wątrobę [165, 166], 
 przeciwgrzybicze [167, 168], 
 przeciwbakteryjne [169, 170], 
 przeciwnowotworowe [171, 172], 
 przeciwwirusowe [173, 174], 
 opóźniają rozwój miażdżycy [175, 176], 
 moczopędne [177, 178]. 
Flawonoidy stanowią rodzinę związków różniących się między sobą liczbą  
i umiejscowieniem grup hydroksylowych przy obu pierścieniach, różnym stopniem 
utlenienia łącznika trójwęglowego -C3, typem połączenia glikozydowego z cukrami 
prostymi, kwasami cukrowymi i innymi kwasami organicznymi oraz występowaniem 
układów dimerycznych, tj. powtarzaniem się struktury wymienionego piętnastowęglowego 
szkieletu (tzw. biflawonoidy). Ze względu na budowę chemiczną flawonoidy dzielimy na: 
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 flawony i ich dimery, 
 flawonole i ich dimery - posiadające grupę hydroksylową, 
 flawanony - posiadające wiązanie nasycone, 
 dihydroflawonole - posiadające zarówno grupę hydroksylową jak i wiązanie 
nasycone, 
 izoflawony, 
 izoflawonony - posiadające wiązanie nasycone, 
 chalkony i dihydrochalkony, 
 aurony. 
Bardzo często do flawonoidów zaliczamy również antocyjany posiadające pierścień 
2-fenylobenzopiryliowy oraz pochodne 2-fenylochromonu, tj. flawany, flawon-3-ole oraz 
flawon-3,4-diole. Do związków odpowiadających strukturze piętnastowęglowej, czyli do 
związków flawonoidowych, zaliczamy również leukoantocyjanidyny oraz katechiny  
[179-184]. 
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33 
 
O
+
OH
OH
OH
OH
OH
 
cyjanidyna (antocyjan) 
Rys.12. Wzory strukturalne wybranych flawonoidów [185, 186]. 
Ekstrakcję flawonoidów możemy przeprowadzić z próbek stałych takich jak, np. 
surowce roślinne, stałe postacie preparatów ziołowych oraz z próbek ciekłych, np.  
z płynnych postaci leków, napojów czy płynów ustrojowych. Izolacji flawonoidów  
z próbek stałych dokonuje się stosując następujące metody [187]: 
 ekstrakcję w aparacie Soxhleta [188], 
 ekstrakcję rozpuszczalnikiem wspomaganą promieniowaniem 
mikrofalowym (MAE) [189], 
 ekstrakcję rozpuszczalnikiem wspomaganą ultradźwiękami (UAE) [190], 
 ekstrakcję rozpuszczalnikiem z próbki zmieszanej wypełniaczem (MSPD) 
[191], 
 ekstrakcję płynu w stanie nadkrytycznym (SFE) [192]. 
Do ekstrakcji flawonoidów z cieczy, jak też do dalszego oczyszczania  
i frakcjonowania ekstraktów płynnych otrzymanych wcześniej wymienionymi metodami, 
stosuje się następujące sposoby: 
 ekstrakcję do fazy stałej (SPE) [193], 
 mikroekstrakcję do fazy stałej (SPME) [194], 
 preparatywną chromatografię kolumnową [195]. 
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3. Opis wybranych właściwości biologicznych roślin 
3.1. Właściwości przeciwutleniające 
W większości przypadków choroby cywilizacyjne są spowodowane takimi czynnikami 
jak: zanieczyszczenie środowiska naturalnego i żywności, niewłaściwy sposób odżywiania 
się oraz stres związany z rosnącym tempem życia codziennego. Wymienione czynniki, 
które najczęściej występują w kombinacji ze sobą, stwarzają większe bądź mniejsze 
zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowania organizmu człowieka. Medycyna 
współczesna stara się radzić sobie z powstającymi schorzeniami często stosując terapie  
z wykorzystaniem leków. Głównym problemem związanym z wykorzystaniem substancji 
syntetycznych jest jednak fakt, iż wiele z nich leczy tylko objawy, a nie przyczyny 
powstawania chorób. Dodatkowo ich stosowanie w chorobach przewlekłych wiąże się  
z ryzykiem wystąpienia negatywnych efektów ubocznych. Wydaje się więc, że 
odpowiednia profilaktyka, z którą w dużym stopniu wiąże się odżywianie, może 
spowodować zmniejszenie rozwoju chorób cywilizacyjnych. Rozwiązaniem może tu być 
odpowiednia dieta, obfita w substancje i składniki pochodzenia naturalnego, które 
posiadają pozytywny wpływ na organizm człowieka. Do takich substancji należą między 
innymi przeciwutleniacze, inaczej antyoksydanty, które w ostatnich latach stały się bardzo 
popularnym obiektem badań naukowych [196-199]. 
Wolne rodniki to atomy, cząsteczki lub jony posiadające w swojej budowie 
niesparowane elektrony, przez co są nietrwałe i łatwo ulegają reakcjom chemicznym  
z innymi cząsteczkami. Mogą to być pochodne tlenu, azotu lub siarki, w ten sposób 
tworząc odpowiednio reaktywne formy tlenu (ROS), reaktywne formy azotu (RNS) oraz 
reaktywne formy siarki (RSS). Do reaktywnych form tlenu i azotu możemy zaliczyć takie 
wolne rodniki jak: 
 rodnik ponadtlenkowy, 
 rodnik hydroksylowy, 
 rodnik wodoronadtlenkowy, 
 monotlenek azotu, 
 rodnik alkoksylowy, 
 rodnik nadnitrylowy [200-203]. 
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W zdrowym organizmie człowieka wolne rodniki tworzą się w procesie utleniania  
w łańcuchu oddechowym w mitochondriach, w reakcjach katalizowanych przez różne 
oksydanty, w procesie fagocytozy, w przemianach kwasu arachidowego w płytkach krwi 
czy też w autooksydacji związków biologicznie czynnych. Ich poziom jest ściśle 
kontrolowany w danym organizmie. Wolne rodniki ze względu na swoją dużą aktywność 
reagują ze sobą lub z najbliższym otoczeniem. Przyczynami ich powstawania mogą być 
również czynniki zewnętrzne, takie jak palenie tytoniu, zanieczyszczone środowisko, 
substancje chemiczne, nadużywanie alkoholu, jak również czynniki fizyczne (ultradźwięki, 
promieniowanie jonizujące i promieniowanie ultrafioletowe). W normalnych 
okolicznościach, gdy procesy zachodzą w zdrowych komórkach, tworzy się równowaga 
między produkcją wolnych rodników tlenowych a systemem obronnym, usuwającym 
reaktywne produkty pośrednie. Kiedy jednak homeostaza jest zaburzona, następuje 
nadmierne ich gromadzenie. Dochodzi wtedy do zjawiska, które jest definiowane jako stres 
oksydacyjny, będący przyczyną takich chorób jak np. nowotwory, miażdżyca, cukrzyca czy 
schorzenia reumatyczne. Organem szczególnie narażonym na uszkodzenia wywołane 
stresem oksydacyjnym jest mózg, co może skutkować między innymi chorobą Alzheimera 
[204-209]. 
Według Halliwella i Gutteridge’a [210] przeciwutleniacze możemy zdefiniować jako 
substancje występujące w niewielkim stężeniu w porównaniu z utleniającym się 
substratem, które znacznie opóźniają lub zapobiegają jego utlenieniu. Później jednak ci 
sami autorzy uzupełnili tę definicję [211] określając przeciwutleniacze jako dowolne 
substancje, które opóźniają, zapobiegają lub usuwają uszkodzenia spowodowane 
utlenianiem docelowych cząsteczek. W tym samym roku Khlebnikov [212] zdefiniował 
przeciwutleniacze jako substancje, które bezpośrednio wymiatają reaktywne formy tlenu 
lub pośrednio działają regulująco na obronę przeciwutleniającą lub hamują produkcję 
reaktywnych form tlenu. Inną właściwością, jaką powinien posiadać związek określany 
jako przeciwutleniacz, jest zdolność, po wychwyceniu rodników, do tworzenia nowych 
rodników, które są stabilne i odporne na dalsze utlenianie. Antyoksydacyjny system 
ochronny można podzielić na trzy kategorie: 
 przeciwutleniacze prewencyjne: powstrzymują tworzenie się reaktywnych 
form tlenu (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, albuminy czy karotenoidy),  
 zmiatacze wolnych rodników: przerywają rozwój reakcji łańcuchowej 
(bilirubina, kwas moczowy czy witaminy A, C i E), 
 enzymy reparacyjne: usuwają skutki reakcji reaktywnych form tlenu  
z biomolekułami i odtwarzają błony (enzymy naprawcze DNA, lipaza czy 
transferaza) [210-215]. 
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Najbardziej rozpowszechniony i ogólnie przyjęty podział antyoksydantów to 
podział uwzględniający ich charakter biochemiczny. Zgodnie z nim wyróżniamy dwie 
grupy: przeciwutleniacze enzymatyczne i nieenzymatyczne. Do pierwszej kategorii 
możemy zaliczyć takie związki jak dysmutaza ponadtlenkowa czy katalaza, natomiast do 
grupy drugiej - kwas askorbinowy (witamina C), α-tokoferol (witamina E) i β-karoten 
(witamina A). Antyoksydanty możemy również podzielić pod kątem ich pochodzenia: 
 syntetyczne - są związkami ze strukturą fenolową, z różnymi podstawnikami 
alkilowymi. Popularnymi związkami należącymi do tej grupy są: 
 butylohydroksyanizol (BHA), 
 butylohydroksytoluen (BHT), 
 tert-butylohydrochinon (TBHQ). 
 naturalne - mogą być związkami fenolowymi, związkami azotowymi lub 
karotenoidami. Naturalne antyoksydanty występują przede wszystkim  
w jadalnych częściach roślin: w owocach i liściach, a także w bulwach, 
korzeniach czy nasionach. Możemy je podzielić na następujące grupy: 
 polifenole (flawonoidy, kwasy fenolowe, stilbeny), 
 tokoferole, 
 sterole, 
 karotenoidy, 
 kwas askorbinowy. 
W ostatnich latach pojawiło się wiele pytań dotyczących bezpieczeństwa 
związanego ze stosowaniem sztucznych antyoksydantów. Prowadzone badania wykazały, 
że syntetyczne antyoksydanty mogą być toksyczne dla organizmu ludzkiego, co 
spowodowało aktualny wzrost zainteresowania przeciwutleniaczami naturalnymi [216-224]. 
Istnieje wiele metod chemicznych, dzięki którym można zbadać zdolność 
antyoksydacyjną wybranego materiału badawczego. Różnorodność metod wynika  
z odmiennej budowy, funkcji czy pochodzenia utleniaczy i reaktywnych form tlenu. 
Wszystkie metody służące do oceny przeciwutleniaczy, zarówno ich ilości, jak  
i aktywności, możemy podzielić na: 
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 chromatograficzne (TLC, GC oraz HPLC), 
 spektrofotometryczne, 
 kolorymetryczne, 
 elektrochemiczne (woltamperometria cykliczna, spektroelekrochemia), 
 EPR [225-228]. 
Biorąc pod uwagę, iż w badaniach wykorzystywana jest zdolność antyoksydantów  
do dezaktywacji wolnych rodników, reakcje mogą przebiegać według dwóch 
mechanizmów: 
 mechanizmu przeniesienia atomu wodoru, czyli tzw. mechanizmu HAT  
(ang. Hydrogen Atom Transfer), 
 mechanizmu przeniesienia pojedynczego elektronu, czyli tzw. mechanizmu SET  
(ang. Single Electron Transfer) [229-231].  
Do najpopularniejszych metod wyznaczania zdolności antyoksydacyjnych związków 
chemicznych należą: 
 metoda Folina-Ciocalteu'a, dotycząca flawonoidów; polega ona na tworzeniu przez 
flawonoidy zielono-niebieskiego kompleksu z odczynnikiem Folina-Ciocalteu'a 
(mieszanina wolframianu sodu, molibdenianu sodu, wody bromowej i siarczanu litu 
w środowisku kwasu fosforowego i solnego). Po utlenieniu stężenie kompleksu 
oznaczane jest spektrofotometrycznie przy długości fali od 750 do 784 nm [232, 233], 
 metody oparte na reakcjach wygaszania syntetycznych wolnych rodników (ABTS, 
DPPH); antyoksydanty obecne w badanej próbce przyczyniają się do redukcji 
barwnego, aktywnego rodnika, co ilościowo oznacza się spektrofotometrycznie przy 
długości fali 734 i 515 nm odpowiednio dla DPPH [234, 235] i ABTS [226, 237], 
 metoda FRAP, polega ona na określeniu zdolności danego układu do redukcji 
jonów Fe3+ do jonów Fe2+, które są z kolei kompleksowane przez TPTZ (2,4,6-
tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn) z wytworzeniem intensywnego, niebieskiego 
zabarwienia o maksimum absorpcji przy długości fali 593 nm [238, 239], 
 metoda TRAP, metoda ta opiera się na pomiarze spadku fluorescencji białka  
R-fikoerytryny (R-PE), spowodowanego przez rodniki nadtlenkowe produkowane 
na drodze termicznego rozkładu związku azowego AAPH. Długość fali 
wzbudzającej to 540 nm, a emisji 570 nm [240, 241], 
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 metoda CUPRAC, w której jony Cu2+ ulegają redukcji do jonów Cu+ pod wpływem 
antyoksydantów. Analizę spektrofotometryczną wykonuje się przy długości fali 450 
nm [242, 243], 
 metoda ORAC, polega ona na pomiarze spadku fluorescencji tzw. sondy 
molekularnej, spowodowanego uszkodzeniem chemicznym, wywołanym 
działaniem wolnych rodników [244, 245]. 
39 
 
3.2. Właściwości przeciwbakteryjne 
Badania dotyczące właściwości biologicznych analizowanych związków w określonym 
materiale to bardzo ważne zagadnienie we współczesnej farmakognozji. Nowoczesne 
metody analityczne, dzięki którym możemy wykonać analizę jednocześnie nawet kilkuset 
związków, w połączeniu z metodami spektroskopowymi mogą dostarczyć informacji  
o strukturze rozdzielonych związków, jednak nie dostarczają informacji o ich aktywności 
biologicznej. Testy aktywności biologicznej nie posiadają dużej zdolności rozdzielczej  
w porównaniu z innymi metodami, ale dzięki nim możemy wykryć substancje, które są 
biologicznie czynne i mogą być potencjalnym zagrożeniem dla człowieka. Testy 
aktywności biologicznej możemy zaliczyć do tzw. metod ukierunkowanych na efekt (EDA, 
effect - directed analysis). Metody te mają zwykle charakter przesiewowy (lub 
skriningowy) i często wymagają potwierdzenia oraz dalszej, dokładniejszej analizy. Są one 
jednak bardzo ważne, gdyż bez nich nie wiedzielibyśmy o istnieniu poszczególnych 
substancji, poddawanych dalszym badaniom. Do najpopularniejszych testów aktywności 
biologicznej należą: 
 testy genotoksyczności oraz mutacji powrotnych bakterii, 
 test Yes dla oznaczania związków o aktywności estrogennej, 
 testy enzymatyczne, 
 testy mikrobiologiczne klasyczne, 
 testy bioautograficzne [246-250]. 
Bioautografia należy do metod przesiewowych (skriningowych), która łączy 
chromatografię planarną z detekcją mikrobiologiczną. Dzięki niej możemy wykryć 
substancje (przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze oraz przeciwnowotworowe) wpływające 
na szybkość wzrostu organizmów testowych w złożonych mieszaninach [251-253]. 
W przypadku chromatografii cienkowarstwowej procedura wygląda następująco: 
 rozwinięcie płytki chromatograficznej, 
 pokrycie agarem (lub pożywką z posiewem bakteryjnym) rozwiniętej płytki 
chromatograficznej, 
 inkubacja i wybarwianie płytki, 
 obserwacja stref zahamowania wzrostu bakterii. 
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Do najczęściej stosowanych szczepów bakterii należą: 
 Micrococcus luteus,  
 Staphylococcus aureus,  
 Bacillus cereus,  
 Bacillus subtilis, 
 Escherichia coli [254-259].  
Metoda, która łączy TLC z bioautografią (TLC-B), w odróżnieniu od klasycznych 
metod mikrobiologicznych, jest czuła i selektywna. Po raz pierwszy bioautografia w tzw. 
wersji kontaktowej została zastosowana w 1946 roku przez Goodalla i Leviego [260]. 
Wykorzystano ją do oznaczenia czystości penicyliny. Kilkanaście lat później powstała 
chromatografia cienkowarstwowa z detekcją mikrobiologiczną (bioautografia). Późniejsze 
prace przeglądowe opisują już tzw. bioautografię bezpośrednią (TLC - DB) [261, 262].  
Do głównych zadań bioautografii należą: 
 wykrywanie i oznaczanie substancji aktywnych biologicznie w próbkach 
środowiskowych, 
 kontrola jakości preparatów farmaceutycznych, 
 poszukiwanie nowych substancji o właściwościach przeciwbakteryjnych, 
przeciwgrzybiczych czy przeciwnowotworowych [263]. 
Metody bioautograficzne możemy podzielić na: 
 bioautografię kontaktową (tzw. „agar diffusion”); w tej metodzie rozwiniętą płytkę 
chromatograficzną z rozdzielonymi, pojedynczymi substancjami lub frakcjami 
substancji umieszczamy w cienkiej warstwie skierowanej w stronę pożywki na 
kilka minut lub godzin. Po upływie tego czasu płytkę usuwamy a agar poddajemy 
inkubacji. Strefy zahamowania wzrostu bakterii obserwujemy w miejscu, w którym 
plamki substancji stykały się z agarem (metoda przypomina klasyczny 
mikrobiologiczny dyfuzyjny test dyskowy) [264, 265], 
 bioautografię zanurzeniową (tzw. „agar-overlay”); w metodzie tej chromatogram 
pokrywamy półpłynnym agarem. Po stwardnieniu, inkubacji i wybarwieniu 
(zazwyczaj stosujemy barwnik tetrazoliowy), mierzymy strefy zahamowania 
wzrostu. Technika ta jest hybrydą bioautografii kontaktowej i bezpośredniej. 
Substancje dyfundują z płytki TLC na pożywkę agarową, tak jak w metodzie 
kontaktowej, ale podczas inkubacji i wizualizacji warstwa agarowa pozostaje na 
płytce, tak jak w bioautografii bezpośredniej [266, 267], 
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 bioautografię bezpośrednią (direct bioautography); w metodzie tej rozwiniętą płytkę 
chromatograficzną zanurzamy lub spryskujemy zawiesiną z mikroorganizmami 
rosnącymi na odpowiedniej pożywce. Płytkę następnie inkubujemy, a wykorzystane 
bakterie rosną bezpośrednio na niej. Wobec tego rozdzielanie, kondycjonowanie, 
inkubację i wizualizację wykonujemy wprost na płytce. Dla lokalizacji  
i wizualizacji substancji używamy zazwyczaj soli tetrazoliowych np. MTT, które 
przekształcane są przez dehydrogenazy żywych mikroorganizmów w intensywnie 
zabarwiony formazan. Strefy zahamowania wzrostu występują w postaci bladych, 
niewybarwionych plam na fioletowym tle [268, 269]. 
Bioautografia ilościowa oparta jest na analizie metodą regresji liniowej rozmiarów 
strefy zahamowania wzrostu bakterii. Zależność pomiędzy średnicą powierzchni strefy 
zahamowania wzrostu a logarytmem stężenia zastosowanych substancji jest liniowa. 
Udowodniono, że przybliżenie to jest możliwe tylko dla wąskiego zakresu stężeń (jeden lub 
dwa rzędy wielkości). Dla szerszego zakresu stężenia zależność wykładnicza jest lepsza od 
liniowej [270-272]. 
W jednej z odmian bioautografii bezpośredniej wykorzystuje się zjawisko 
luminescencji niektórych bakterii i związków chemicznych. Do stosowanych w tej 
metodzie związków chemicznych można zaliczyć lucyferynę (pigment zdolny do 
emitowania światła na skutek reakcji utleniania lucyferazą), a do najbardziej znanych 
bakterii luminescencyjnych należą: Vibrio phosporeum, Vibrio fischeri harveyi oraz 
Photobacterium luciferum, które swoją budową i fizjologią przypominają bakterie 
znajdujące się we florze jelitowej. Właściwości luminescencyjne bakterii Vibrio fischeri 
wykorzystano w analityce chemicznej i biochemicznej. Dla uzyskania pełnej informacji o 
poszczególnych składnikach konieczne jest zastosowanie chromatografii 
cienkowarstwowej (TLC lub HPTLC) z detekcją bioluminescencyjną [273-276]. 
Chromatografia cienkowarstwowa w połączeniu z biologicznymi i chemicznymi 
metodami detekcji jest skuteczną i tanią techniką analizy ekstraktów roślinnych, która 
charakteryzuję się niedużym zużyciem często kosztownych odczynników. W związku  
z tym, badania te mogą być wykonywane zarówno w małych, jak i w dużych laboratoriach 
chemicznych [277]. 
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3.3. Właściwości przeciwnowotworowe 
Aktualnie nowotwory są jedną z najczęstszych przyczyn zgonów ludzi w Polsce i na 
świecie. W ciągu ostatnich 20 lat obserwujemy stały wzrost zachorowalności na raka, który 
w głównej mierze jest związany ze starzeniem się populacji ludzkiej. Pomimo licznych 
badań nad powodami powstawania, mechanizmami rozwoju oraz metodami walki  
z chorobami nowotworowymi, nadal nie znamy skutecznego sposobu postępowania, który 
gwarantowałby nam całkowite wyleczenie. Do wad konwencjonalnych strategii leczenia 
nowotworów możemy zaliczyć ich niską skuteczność, a także selektywność oraz częste 
remisje choroby po zakończeniu terapii. Niewielka ich efektywność to jedna z przyczyn 
poszukiwania alternatywnych sposobów terapii [278-280]. 
Mimowolnie jesteśmy narażeni na wchłanianie substancji kancerogennych. Związki te 
mogą pochodzić z powietrza (węglowodory aromatyczne, pyły czy spaliny), z żywności, 
jak i z wody (związki chloroorganiczne czy pestycydy). Tak duża obecność tych substancji 
w środowisku przyczynia się do wzrostu ryzyka chorób nowotworowych. Pod pojęciem 
chemioprewencji rozumiemy wszelkie zabiegi, niekoniecznie farmakologiczne, mające na 
celu zatrzymanie lub wręcz odwrócenie procesu nowotworzenia. Ponieważ preparaty 
chemioprewencyjne stanowią rzadkość na rynku farmaceutycznym, rośnie zainteresowanie 
naturalnymi sposobami zapobiegania. Niewłaściwa dieta może być przyczyną aż 50% 
wszystkich nowotworów, zajmując pierwsze miejsce na liście czynników wywołujących 
raka (nawet przed paleniem tytoniu - ok. 30% nowotworów). Dlatego bardzo ważne są 
nawyki żywieniowe, jakie wprowadzamy do naszej codziennej diety. Warzywa i owoce 
powinny stanowić podstawę żywienia człowieka. Aktualnie wykryto blisko 600 substancji 
o właściwościach przeciwnowotworowych w około 300 gatunkach roślin. Warto dodać, iż 
szacuje się, że może je zawierać nawet 2/3 roślin europejskich [281-285]. 
Oprócz substancji naturalnych działających bezpośrednio przeciwnowotworowo 
(kurkumina, kwas arystocholowy, kolchicyna czy dafnoretyna) znamy obecnie także takie, 
które zapobiegają tworzeniu się zmian nowotworowych głównie poprzez pochłanianie  
i dezaktywacje wolnych rodników i/lub poprzez wpływ na metabolizm potencjalnych 
kancerogenów na drodze inhibicji enzymów mikrosomalnych. Dotychczas opisano około 
setki związków wraz ze źródłowymi surowcami [286]. Do najważniejszych z nich należą: 
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 resweratrol - z chemicznego punktu widzenia jest to trihydroksypochodna trans-
stilbenu, związku wykazującego konotacje farmakologiczne z estrogenami. 
Największa jego zawartość znajduje się w skórce owoców winorośli (Vitis vinifera), 
stąd jego obecność w winie (szczególnie czerwonym). Resweratrol jest związkiem  
o silnych właściwości przeciwutleniających, dzięki czemu zapobiega odkładaniu się 
płytki miażdżycowej w naczyniach krwionośnych. Ponadto blokuje szereg 
enzymów, m.in. cyklooksygenazę 2. Jednak najbardziej interesującą właściwością 
tego związku chemicznego jest działanie antymutagenne poprzez ochronę kwasów 
nukleinowych przed niszczącym działaniem wolnych rodników tlenowych  
i utlenionych - w reakcjach metabolicznych I fazy- ksenobiotyków. Resweratrol  
w niedługim czasie może zostać uznany za cenny preparat ochraniający organizm 
przed ekspozycją na kancerogeny [287-289], 
 polifenole występujące w zielonej herbacie - napar ze świeżych liści herbaty 
chińskiej jest skutecznym preparatem chemoprewencyjnym i antykancerogennym. 
Udowodniono, że blokuje on cytochrom P-450, a dodatkowo blokuje transkrypcje 
genu p53, co jest ważne w przypadku osobników ze zmutowaną postacią tego genu 
(chroni przed onkogenezą, szczególnie w komórkach skóry i jelita grubego). 
Prawdopodobnie związki chemiczne znajdujące się w liściach herbaty zapobiegają 
powstawaniu nowotworów prostaty [290-292], 
 proste fenole i kwasy fenolowe - p-krezol (czarne jagody, maliny), wanilina (mąka 
popularnych zbóż), gallotaniny i kwasy galusowe (szereg surowców, np. kora dębu) 
- również wykazują właściwości antykancerogennne [293], 
 flawonoidy - to obszerna grupa związków chemicznych, szeroko rozpowszechniona 
wśród roślin. Charakteryzują się bardzo dużymi zdolnościami 
przeciwutleniającymi. Aktualnie prowadzi się intensywne badania tej grupy pod 
kątem hamowania rozwoju nowotworów. Ponieważ trudno przechodzą z jelita do 
krwi, ich spożywanie zapobiega rozwojowi nowotworów jelita grubego czy 
odbytnicy [294, 295].  
Do pokarmów roślinnych o najsilniejszym potencjale antynowotworowym zalicza się: 
 warzywa nieskrobiowe: kapustne (kapusty głowiaste, brokuły, kalafior, brukselka, 
jarmuż) oraz czosnkowate (czosnek, cebula, por, szalotka, szczypior), 
 owoce (borówka, żurawina, jeżyna, malina, poziomka), 
 soję (surowe ziarna, sos sojowy, tofu, mleko sojowe), 
 kurkumę [296]. 
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Cytotoksyczność jest to jeden z podstawowych rodzajów mechanizmów działania 
chemioterapeutyków stosowanych w farmakoterapii. Do określenia aktywności 
cytotoksycznej leków przeciwnowotworowych w warunkach in vitro możemy zastosować 
liczne techniki pozwalające na pomiar zmian związanych z zaburzeniami procesów 
fizjologicznych komórek ludzkich (lub zwierzęcych) powodowanych przez badany 
związek. Analiza zmian aktywności procesów komórkowych jest wykonywana dla hodowli 
komórkowej poddanej działaniu badanej substancji, w odniesieniu do kontroli stanowiącej 
hodowlę bez leku, najczęściej przy użyciu technik kolorymetrycznych, fluorymetrycznych, 
bioluminescencyjnych lub izotopowych. Testy stosowane do oceny cytotoksyczności 
pozwalają na bezpośredni bądź pośredni pomiar różnych zmian, odzwierciedlających 
aktywność cytotoksyczną. Polegać mogą one m.in. na: 
 pomiarze liczby żywych komórek (niekiedy w połączeniu z określeniem 
integralności błony komórkowej), 
 oznaczeniu aktywności enzymatycznej związanej z metabolizmem komórki, 
 określeniu zdolności do podziałów komórkowych (stopień proliferacji),  
 określeniu całkowitej zawartości białka lub DNA w hodowli komórkowej [297-305]. 
Obecnie opracowanych i stosowanych jest wiele testów i rozwiązań technicznych. 
Jedną z popularnych analiz jest metoda kolorymetryczna, która określa proporcje 
proliferujących i martwych komórek w badaniach cytotoksyczności - test MTS. Oparty jest 
on na zdolności enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej do konwersji soli tetrazolowej do 
barwnego formazanu. Wykorzystaną, barwną solą jest żółty 3-(4,5-dimetylotioazol-2-yl)-5-
(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol inaczej zwany solą błękitu 
tetrazolowego, który jest przekształcany przez żywe komórki w czerwono-purpurowy 
formazan. Ilość wytworzonego formazanu jest proporcjonalna do ilości żywych komórek,  
a zdolność do jego produkcji mają wyłącznie żywe komórki. Pozwala to na szybkie  
i dokładne określenie procentu żywych komórek oraz wpływu badanego czynnika na 
żywotność dowolnej linii komórkowej [306-310]. 
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III. Cele pracy 
Poniżej przedstawione zostały cele badawcze niniejszej rozprawy doktorskiej: 
1. Wykorzystanie technik chromatograficznych (TLC i HPLC) w celu porównania 
zawartości wybranych frakcji związków fenolowych w poszczególnych gatunkach 
tymianku, szałwii i pszczelnika,  
2. Porównanie składu olejków eterycznych w wybranych gatunkach tymianku 
techniką GC-MS oraz porównanie efektywność dwóch zastosowanych technik 
wyodrębniania związków lotnych z materiału roślinnego dla trzech gatunków, 
3. Chemometryczna optymalizacja warunków ekstrakcji związków nielotnych  
z tymianku,  
4. Chemometryczne porównanie zawartości związków fenolowych dla sześciu 
wybranych gatunków tymianku, 
5. Zastosowanie chromatograficznych „odcisków palca” (czyli tzw. fingerprintów) do 
identyfikacji badanych gatunków tymianku technikami TLC i HPLC, 
6. Badanie właściwości antyoksydacyjnych wybranych gatunków tymianku  
z zastosowaniem dwóch charakterystycznych odczynników DPPH oraz ABTS 
technikami: 
 spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), 
 chromatografii cienkowarstwowej (TLC), 
 spektrofotometrii UV-Vis, 
7. Analiza chemometryczna zdolności antyoksydacyjnych, 
8. Badanie właściwości przeciwbakteryjnych dla poszczególnych gatunków tymianku, 
9. Badanie właściwości przeciwnowotworowych dla poszczególnych gatunków 
tymianku, 
10. Chemometryczna analiza oznaczonych właściwości biologicznych. 
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IV. Część doświadczalna 
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1. Aparatura i odczynniki 
W czasie przygotowania materiału roślinnego oraz podczas wykonywania badań 
wykorzystano następujący sprzęt laboratoryjny: oC 
 szkło laboratoryjne, 
 aparat Derynga do destylacji z parą wodną (ChemLand, Stargard Szczeciński, 
Polska), 
 szklane fiolki z kapslami z membranami teflonowo - silikonowymi (Thermo 
Scientific, Waltham, MA), 
 elektryczny młynek MSM6260 400W firmy Bosch (Stuttgart, Niemcy), 
 waga laboratoryjna WXD 200/2000 firmy RADWAG (Radom), 
 płaszcz grzewczy z regulacją mocy SXKW - 98IB firmy ChemLand (Stargard 
Szczeciński), 
 magnetyczne mieszadło z funkcją grzania RCT basie IKAMAG firmy IKA 
(Staufen, Niemcy), 
 pHmetr Orion 4 - Star Plus (Nijkerk, Holandia), 
 pipety automatyczne firmy Socorex od 10 do 1000 µl (Ecublens, Szwajcaria), 
 rotacyjna wyparka próżniowa RV 10 digital VC firmy IKA (Staufen, Niemcy), 
 zestaw do oczyszczania wody Elix Advantage 3 System firmy Millipore (Molsheim, 
Francja), 
 automatyczny aplikator do TLC AS-30 firmy Desaga (Heidelberg, Niemcy), 
 komory chromatograficzne DS typu sandwich firmy Chromdes (Lublin), 
 lampa UV firmy Camag (Muttenz, Szwajcaria), 
 chromatograf cieczowy Varian 920-LC wyposażony w autosampler 900-LC, pompę 
gradientową, detektor fotodiodowy 330 DAD oraz fotodyspersyjny detektor 
laserowy (ELSD) Varian 385 LC (Santa Clara, Kalifornia, USA), 
 kolumna chromatograficzna firmy Varian, typu Pursuit C18 o wymiarach 250 mm  
x 4,6 mm; grubość ziarna 5 µm (Harbor City, Kalifornia, USA), 
 filtry strzykawkowe Anotop firmy Merck (Darmstadt, Niemcy), 
 chromatograf gazowy Trace 2000 (kolumna kapilarna RTX-5MS 30 m x 0,25 mm  
x 0,25 µm) sprzężony z detektorem mas MS Trace (Thermo Quest, Waltham, MA, 
USA), wyposażony w autosampler Combi PAL (CTC, Basel, Szwajcaria), który 
pracuje także w trybie head space, z oprogramowaniem X-Calibur i biblioteką 
widm masowych NIST (ang. National Institute of Standards and Technology, 
Gaithersburg, MD, USA), 
 ciśnieniowy ekstraktor rozpuszczalnikowy ASE 200 firmy Dionex (Sunnyvale, 
Kalifornia, USA), 
 densytometr skaningowy model CD 60 firmy Desaga (Heidelberg, Niemcy), 
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 chromatograf cieczowy Gynkotek P 580A LPG wyposażony w autosampler 
Gyncotek Gina 50, pompę Gyncotek P 580A LPG oraz detektor fotodiodowy DAD 
UVD 340U (Germering, Niemcy), 
 komora zanurzeniowa TLC Immersion Device (Camag, Muttenz, Szwajcaria), 
 kamera cyfrowa Repostar (Camag, Muttenz, Szwajcaria), 
 mieszadło magnetyczne silnikowe MS11 (WIGO, Pruszków), 
 planimetr biegunowy (HAFF, Pfronten, Niemcy), 
 cieplarka BINDER - seria BD (Tuttlingen, Niemcy), 
 spektrofotometr UV-Vis model V-530 (Jasco, Tokio, Japonia), 
 spektrometr Bruker EMX EPR (Bruker-Biospin, Rheinstetten, Niemiecy), 
 czytnik płytek wielodołkowych SynergyTM4 (Bio-Tek, USA), 
 suszarka laboratoryjna model S-40 (Alpina, Polska). 
W niniejszej pracy wykorzystano płytki chromatograficzne firmy Merck pokryte: 
 żelem krzemionkowym 10 cm x 20 cm Si02 60 F254 (Nr. kat. 1.05729), 
 mikrokrystaliczną celulozą 20 cm x 20 cm (Nr. kat. 1.05716). 
Podczas przygotowywania i analizy próbek użyto następujących odczynników 
chemicznych o stopniu czystości cz.d.a., wyprodukowanych przez firmę POCH (Gliwice, 
Polska): 
 aceton (CH3COCH3), 
 eter naftowy, 
 metanol (CH3OH), 
 eter dietylowy (C2H5OC2H5), 
 wodorowęglan sodu (5% NaHCO3), 
 węglan sodu (5% Na2CO3), 
 kwas solny (18%, 36% HCl), 
 bezwodny siarczan(VI) sodu (Na2SO4), 
 octan etylu (CH3COOC2H5), 
 1-butanol (C4H9OH), 
 borowodorek sodu (NaBH4), 
 wodorotlenek baru (10% Ba(OH)2), 
 kwas siarkowy(VI) (10%, 96% H2SO4), 
 benzen (C6H6), 
 etanol (C2H5OH), 
 kwas mrówkowy (HCOOH), 
 toluen (C6H5CH3), 
 kwas octowy (CH3COOH), 
 chlorek glinu (AlCl3), 
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 ksylen (C8H10),  
 dichlorometan (CH2Cl2), 
 heksan (C6H14). 
Do analiz używano wody redestylowanej otrzymanej w zestawie do oczyszczania wody 
Elix Advantage 3 System w laboratorium Uniwersytetu Śląskiego. 
Jako substancje wzorcowe wykorzystano: 
 kwas kawowy (ChromaDex, Santa Ana, CA, USA), 
 kwas rozmarynowy (ChromaDex, Santa Ana, CA, USA), 
 trolox (Acros Organics, Geel, Belgia), 
 kwas galusowy (POCH, Gliwice, Polska), 
 kwas askorbinowy (POCH, Gliwice, Polska). 
W celu określenia właściwości przeciwutleniających jako źródło wolnych rodników 
wykorzystano następujące substancje: 
 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl, DPPH (Sigma - Aldrich, Poznań, Polska), 
 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian), ABTS (Sigma - Aldrich, Poznań, 
Polska). 
W celu określenia właściwości przeciwbakteryjnych użyto kolonii bakteryjnej pobranej 
z kultury Bacillus subtilis (Gram-pozytywne, ATCC 6633). Substancją wykorzystaną do 
wizualizacji był bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy, MTT 
(Sigma, St. Louis, MO, USA).  
Określenie właściwości przeciwnowotworowych wykonano na komórkach linii 
HCT116 (American Type Culture Collection, USA). Jako odczynnik do testu MTS 
wykorzystano CellTiter 96
®
AQueousOone Solutions - MTS (Promega). Komórki hodowano 
jako hodowle jednowarstwowe w kolbach 75 cm
3
 (Nunc) w zmodyfikowanym Dulbrcco’s 
podłożu Eagle’s: pożywka F-12 (DMEM/F/12). Podłoże było z dodatkiem 12% 
inaktywowanej surowicy płodów wołowych (PAA) dla HCT116 oraz 15% surowicy 
płodów wołowych (Gibco) w przypadku linii NHDF oraz 100 µg/mL gentamycyny 
(Gibco). 
 
 
 
50 
 
 
2. Materiał roślinny 
W pierwszej części badań jako materiał roślinny wykorzystano trzy rodzaje roślin 
należące do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae): szałwia, tymianek oraz pszczelnik. 
Surowiec pochodził z Ogrodu Roślin Leczniczych Katedry Farmakognozji Uniwersytetu 
Medycznego w Lublinie (Polska). Materiał do badań stanowiło sześć gatunków i odmian 
roślin: Salvia triloba, Salvia staminea, dwie formy botaniczne pszczelnika mołdawskiego 
(Dracocephalum moldavica) o białych i niebieskich kwiatostanach, Thymus serpyllum oraz 
Thymus vulgaris. W tabeli 1 przedstawiono dokładny wykaz stosowanych do badań roślin. 
Surowiec roślinny został wysuszony w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza w 
temperaturze 35-40°C przez 40 godzin. W kolejnym etapie suchy materiał roślinny został 
rozdrobniony,  
a następnie przechowywany w lodówce do momentu rozpoczęcia analizy. 
Tab.1. Wykaz roślin wykorzystanych w pierwszym etapie badań. 
Lp. Rodzaj Gatunek i odmiana Rok zbioru 
1 szałwia Salvia triloba 2009 
2 szałwia Salvia staminea 2009 
3 pszczelnik 
Dracocephalum moldavica (gatunek z białym 
kwiatostanem) 
2011 
4 pszczelnik 
Dracocephalum moldavica (gatunek z niebieskim 
kwiatostanem) 
2011 
5 tymianek Thymus serpyllum 2011 
6 tymianek Thymus vulgaris 2011 
 
W kolejnym etapie badań jako surowiec roślinny wykorzystano wybrane gatunki 
tymianku, które pochodziły z Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Marii Curie - 
Skłodowskiej (Lublin, Polska). Materiał roślinny został zebrany w lipcu 2012 roku. 
Gatunki tymianku, które zostały poddane badaniom przedstawia tabela 2. Surowiec 
roślinny został wysuszony w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza w temperaturze 
35-40°C przez 40 godzin. 
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Tab.2. Analizowane gatunki tymianku oraz miejsca ich hodowli w Ogrodzie Botanicznym. 
Lp. Nazwa gatunku 
Miejsce hodowli w Ogrodzie 
Botanicznym 
1 T. vulgaris użytkowy 
2 T. serpyllum arboretum 
3 T. pulegioides subsp. pulegioides alpinarium 
4 T. kosteleckyanus śródziemnomorski 
5 T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele systematyka 
6 T. marschallianus alpinarium 
7 T. degenii śródziemnomorski 
8 T. pseudolanuginosus arboretum 
9 T. pannnonicus alpinarium 
10 T. austriacus arboretum 
11 T. praecox ‘pygmaeus’ alpinarium 
12 T. tiflisiensis użytkowy 
13 T.  pulegioides subsp. pulegioides użytkowy 
14 T. citriodorus ‘golden dwarf’ korzeń systematyka 
15 T. serpyllum ‘aureus’ arboretum 
16 T. serpyllum ‘albus’ użytkowy 
17 T. serpyllum systematyka 
18 T. praecox subsp. arcticus alpinarium 
 
Suchy materiał roślinny przeznaczony do badań został rozdrobniony, a następnie 
przechowywany w lodówce do momentu rozpoczęcia analizy. 
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3. Metody ekstrakcji wykorzystane w badaniach 
3.1. Związki lotne 
3.1.1. Ekstrakcja w aparacie Derynga 
W kolbie okrągłodennej o pojemności 500 mL umieszczono 25 g wcześniej 
przygotowanego materiału roślinnego, a następnie dodano 300 mL wody destylowanej.  
Po dodaniu zarodników wrzenia, rozpoczęto proces destylacji z parą wodną w aparacie 
Derynga. Destylacja prowadzona była przez 3 godziny. Po zakończeniu destylacji zebrano 
destylat, którym był żółtobrunatny olejek eteryczny, do odpowiednio przygotowanych 
fiolek. W celu lepszego wydobycia olejku z materiału roślinnego, w trakcie analizy dodano 
0,5 mL ksylenu (procedura opisana w Polskiej Farmakopei VI [311]). Całkowita objętość 
uzyskanego destylatu wynosiła około 0,70 mL. Tak uzyskany olejek eteryczny odwodniono 
dodając bezwodnego siarczanu(VI) sodu. Następnie przygotowano 1% metanolowy 
roztwór olejku i przeznaczono go do analizy. Ekstrakcji poddano trzy gatunki tymianku 
Thymus vulgaris, Thymus pulegioides oraz Thymus kosteleckyanus. Następnie odpowiednie 
porcje (1 µL) tak przygotowanych roztworów przeznaczono do analizy techniką GC-MS.  
3.1.2. Analiza fazy nadpowierzchniowej 
Odpowiednio przygotowany materiał roślinny odważono w ilości 1,5 g każdego  
z badanych gatunków tymianku i umieszczono w fiolkach do analizy nadpowierzchniowej 
o objętości 10 mL. Tak otrzymane fiolki zamykano kapslami z membranami teflonowo - 
silikonowymi. Następnie przygotowana próbka była umieszczana w termostacie 
automatycznego dozownika (autosamplera) i wygrzewana w temperaturze 100
o
C przez 15 
min. Próbka fazy gazowej znad powierzchni materiału roślinnego była dozowana przy 
użyciu dozownika automatycznego do chromatografu gazowego sprzężonego ze 
spektrometrem mas w objętości 500 µL. Badaniom poddano wszystkie gatunki tymianku 
analizą fazy nadpowierzchniowej techniką chromatografii gazowej sprzężonej ze 
spektrometrią mas (HS-GC-MS). 
3.2. Związki nielotne 
3.2.1. Wielostopniowa ekstrakcja związków fenolowych z materiału 
roślinnego 
Wielostopniowa ekstrakcja kwasów fenolowych oraz flawonoidów została 
przeprowadzona według procedury opisanej w literaturze [312-317]. Przygotowany susz 
przeznaczono do wyodrębniania kwasów fenolowych i flawonoidów wykorzystując w tym 
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celu ekstrakcję typu ciecz-ciało stałe w aparacie Soxhleta, a następnie ekstrakcję typu 
ciecz-ciecz.  
Porcję 25 g wysuszonego i rozdrobnionego materiału roślinnego umieszczono  
w gilzie z bibuły filtracyjnej w aparacie Soxhleta i poddano 24-godzinnej maceracji,  
a następnie wyczerpującej ekstrakcji eterem naftowym (do momentu uzyskania 
bezbarwnego rozpuszczalnika w części ekstrakcyjnej aparatu Soxhleta). Wyciąg eterowy 
odrzucono, gdyż ekstrakcja ta miała na celu częściowe pozbycie się barwników oraz 
odtłuszczenie materiału roślinnego. Po wysuszeniu gilzę z surowcem ponownie 
umieszczono w aparacie Soxhleta i przeprowadzono 24-godzinną macerację, a następnie 
wyczerpującą ekstrakcję metanolem. Otrzymany w ten sposób ekstrakt metanolowy 
odparowano do sucha w wyparce próżniowej w temperaturze nie przekraczającej 50oC. 
Suchą pozostałość wymywano czterema porcjami gorącej wody po 25 mL każda  
i pozostawiono w chłodnym miejscu na 24 godziny. Następnie ekstrakt wodny przesączono 
w celu oddzielenia go od wytrąconego osadu zawierającego balasty. Przesącz 
ekstrahowano siedmioma porcjami po 20 mL eteru dietylowego, aż do jego odbarwienia.  
W ten sposób otrzymano warstwę eterową, a pozostały ekstrakt wodny przeznaczono do 
dalszej ekstrakcji.  
Warstwę eterową wytrząsano z ośmioma porcjami po 20 mL 5% wodnego roztworu 
wodorowęglanu sodu w celu przeprowadzenia kwasów fenolowych w sole rozpuszczalne w 
wodzie. Następnie warstwę eterową poddano ekstrakcji siedmioma porcjami po 20 mL 5% 
wodnego roztworu węglanu sodu, aż do zaniku jego zabarwienia.  
Pozostałą warstwę eterową odrzucono, a do warstwy wodno-węglanowej dodano 
18% roztwór kwasu solnego do uzyskania pH 2. Następnie roztwór ten ekstrahowano 
sześcioma porcjami po 20 mL eteru dietylowego, aż do jego odbarwienia. Frakcje eterowe 
połączono, osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu i przesączono. Eter odparowano  
w wyparce próżniowej, a suchą pozostałość rozpuszczono w metanolu i przeniesiono 
ilościowo do kolby miarowej o pojemności 10 mL. Tak otrzymany roztwór przeznaczono 
do oznaczania zawartości aglikonów flawonoidowych.  
Warstwę wodno-wodorowęglanową poddano działaniu 18% roztworu kwasu 
solnego, aż do uzyskania pH 3 w celu uwolnienia kwasów fenolowych. Następnie 
warstwę ekstrahowano sześcioma porcjami po 20 mL eteru dietylowego, aż do zaniku jego 
zabarwienia. Połączone wyciągi eterowe osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu  
i przesączono. Rozpuszczalnik odparowano do sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. 
Otrzymaną suchą pozostałość zawierającą wolne kwasy fenolowe rozpuszczono  
w metanolu i przeniesiono do kolby miarowej o pojemności 10 mL.  
Pozostały po ekstrakcji eterem dietylowym ekstrakt wodny ekstrahowano 
dziewięcioma porcjami po 20 mL octanu etylu, zbierając za każdym razem warstwę 
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organiczną. Ekstrakcję prowadzono aż do odbarwienia octanu etylu. Następnie warstwę 
wodną odmywano ośmioma porcjami po 20 mL 1-butanolu, aż do zaniku jego zabarwienia. 
Otrzymane warstwy (octanową i butanolową) osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu, 
przesączono i odparowano do sucha w wyparce próżniowej. Suchą pozostałość 
rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolb miarowych o pojemności 10 mL. W ten 
sposób otrzymano dwie frakcje glikozydów flawonoidowych. 
Pozostały po ekstrakcji octanem etylu i butanolem ekstrakt wodny podzielono na 
dwie równe części, które poddano hydrolizie. Procedurę przygotowania próbki 
przedstawiono na rysunku 1. 
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Rys.1. Schemat izolacji frakcji flawonoidowych oraz frakcji wolnych kwasów fenolowych. 
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Pierwszą część ekstraktu wodnego poddano hydrolizie zasadowej, by uwolnić 
kwasy fenolowe związane estrowo. Dodano 1 g borowodorku sodu w celu ochrony kwasów 
fenolowych przed utlenieniem. Następnie przy użyciu 10% wodnego roztworu 
wodorotlenku baru doprowadzono roztwór do pH 12. Całość utrzymywano we wrzeniu 
na łaźni olejowej pod chłodnicą zwrotną przez 1 godzinę. Hydrolizat ostudzono, 
zobojętniono 10% roztworem kwasu siarkowego, a następnie zakwaszono stężonym 
kwasem siarkowym(VI) do pH 1,5. Wytrącony w ten sposób osad siarczanu(VI) baru 
odsączono, a uzyskany przesącz poddano ekstrakcji pięcioma porcjami po 20 mL eteru 
dietylowego, aż do zaniku jego zabarwienia. Otrzymane ekstrakty eterowe połączono, 
osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu i przesączono. Rozpuszczalnik oddestylowano 
do sucha, a suchą pozostałość rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do kolby miarowej 
o pojemności 10 mL. Otrzymano w ten sposób frakcję kwasów fenolowych uwolnionych w 
wyniku hydrolizy zasadowej.  
Do drugiej części ekstraktu wodnego dodano 36% kwasu solnego w celu 
zakwaszenia roztworu do pH 2. Następnie całość ogrzewano na łaźni olejowej pod 
chłodnicą zwrotną przez 1 godzinę. Hydrolizat ostudzono, a następnie poddano ekstrakcji 
pięcioma porcjami po 20 mL eteru dietylowego, aż do jego odbarwienia. Warstwy eterowe 
połączono, osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu i przesączono. Rozpuszczalnik 
oddestylowano do sucha, a suchą pozostałość rozpuszczono w metanolu i przeniesiono do 
kolby miarowej o pojemności 10 mL. Otrzymano w ten sposób frakcje kwasów fenolowych 
uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej. Procedurę przygotowania próbki 
przedstawiono na rysunku 2. 
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Rys.2. Schemat hydrolizy kwasowej i hydrolizy zasadowej kwasów fenolowych wybranych 
ekstraktów. 
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Tab.3. Opis sześciu otrzymanych frakcji wraz z ich akronimami. 
 
Frakcja Akronim Charakterystyka 
wolne kwasy fenolowe WKF wolna forma występująca w roślinach 
związane kwasy fenolowe (1) KKF 
forma związana występująca w roślinach, 
uwolniona w wyniku hydrolizy kwasowej 
związane kwasy fenolowe (2) ZKF 
forma związana występująca w roślinach, 
uwolniona w wyniku hydrolizy zasadowej 
aglikony flawonoidowe AF wolna forma występująca w roślinach 
glikozydy flawonoidowe (1) GFO 
mało polarne glikozydy flawonoidowe (uzyskane 
w wyniku ekstrakcji za pomocą octanu etylu) 
glikozydy flawonoidowe (2) GFB 
polarne glikozydy flawonoidowe (uzyskane  
w wyniku ekstrakcji za pomocą n-butanolu) 
W ten sposób uzyskano dwie frakcje glikozydów flawonoidowych, frakcję 
aglikonów flawonoidowych, frakcje wolnych kwasów fenolowych, jak również frakcję 
kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej i hydrolizy zasadowej. 
Otrzymane frakcje dla wszystkich sześciu gatunków należących do rodziny jasnotowatych 
poddano analizie techniką TLC oraz HPLC.  
3.2.2. Chemometryczna optymalizacja warunków ekstrakcji 
W celu zoptymalizowania warunków przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikowej 
wykorzystano gatunek tymianku pospolitego (Thymus vulgaris) dostępny komercyjnie. 
Podczas analizy porównano dwie techniki ekstrakcyjne: ekstrakcję w aparacie Soxhleta 
oraz ekstrakcję ASE. 
Przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikowa (ASE) 
Wysuszony i rozdrobniony materiał roślinny odważono w ilości 8 g (dla każdego 
powtórzenia), a następnie przeniesiono do gilzy z bibuły. Całość poddano 24 godzinnej 
maceracji n-heksanem w aparacie Soxhleta. Następnie przeprowadzono wyczerpującą 
ekstrakcję (około 40 h) w celu odtłuszczenia surowca i pozbycia się części chlorofilu.  
Po tym czasie materiał roślinny wysuszono, odważono w ilości 0,5 g, a następnie 
przeniesiono do odpowiednio przygotowanych celek z metalu nierdzewnego. Temperatura 
oraz stężenie rozpuszczalnika zastosowane podczas analizy zostały odpowiednio wybrane 
podczas planowania eksperymentu za pomocą metody odpowiedzi powierzchni (RSM) 
używając centralnego planu kompozycyjny (CCD). Kompletny centralny plan 
kompozycyjny składał się z 13 eksperymentów zawierających 5 powtórzeń centralnego 
punktu (55% roztwór metanolu oraz temperatura 105oC). Odpowiednie kombinacje 
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stężenia metanolu oraz temperatury przedstawiono w tabeli 4. Przeprowadzona analiza 
ASE była prowadzona w warunkach przedstawionych w tabeli 5. 
Tab.4. Kombinacje stężenia metanolu i temperatury dla odpowiednich eksperymentów. 
Eksperyment Metanol [%] Temperatura [
o
C] 
1 35 80 
2 55 105 
3 75 80 
4 55 105 
5 35 130 
6 55 105 
7 75 130 
8 55 140 
9 55 105 
10 27 105 
11 55 70 
12 55 105 
13 83 105 
Tab.5. Warunki analizy dla przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikowej. 
Gaz azot 
Płukanie 3-krotne 
Ciśnienie 100 atm 
Czas ogrzewania 5 min 
Czas statyczny 5 min 
Ilość cykli 5 
Ilość powtórzeń 3 
W kolejnym etapie badań, dla każdego eksperymentu celki przemyto świeżą porcją 
rozpuszczalnika i przedmuchano strumieniem gazu (90 s). W wyniku przeprowadzonej 
analizy otrzymano ekstrakty o objętości 37 mL, które przechowywano w ciemnym szkle  
w lodówce, aż do czasu przeprowadzenia analizy chromatograficznej. Dla każdego 
eksperymentu zostały wykonane dwa powtórzenia z wyjątkiem tych, gdzie warunkami 
analizy był 55% roztwór metanolu oraz temperatura 105oC. Łącznie otrzymano 21 
ekstraktów. 
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Ekstrakcja w aparacie Soxhleta 
Wysuszony i zmielony materiał roślinny odważono w ilości 5 g (dla każdego 
powtórzenia), a następnie przeniesiono do gilzy z bibuły. Całość przeniesiono do aparatu 
Soxhleta i poddano 24 godzinnej maceracji n-heksanem. Następnie w celu pozbycia się 
części chlorofilu oraz odtłuszczenia materiału roślinnego przeprowadzono wyczerpującą 
ekstrakcję (około 35 h). Po tym czasie materiał roślinny wysuszono i ponownie 
przeniesiono do gilzy z bibuły. Całość poddano 24 godzinnej maceracji czystym 
metanolem, a następnie przeprowadzono wyczerpującą ekstrakcję (około 35 h). Uzyskane 
ekstrakty przeniesiono do pojemników z ciemnego szkła i przechowywano w lodówce  
do czasu przeprowadzenia dalszej analizy chromatograficznej. Ekstrakcję powtórzono 
trzykrotnie. 
Analiza techniką chromatografii cienkowarstwowej (TLC) 
Analizę przeprowadzono techniką TLC stosując komory chromatograficzne 
poziome typu „sandwich”. W celu rozdziału związków wykorzystano szklane płytki 
chromatograficzne pokryte żelem krzemionkowym Si 60 F254 (10 cm x 20 cm). Przed 
rozpoczęciem analizy płytki chromatograficzne aktywowano w temperaturze 110oC przez 
15 minut. Uzyskane ekstrakty nanoszono na płytki punktowo szklanymi kapilarami  
w objętości 10 µL. Chromatogramy każdorazowo rozwijano w poziomych komorach, które 
uprzednio wysycano przez 15 minut porcjami fazy ruchomej. Jako fazę ruchomą użyto 
mieszaninę octanu etylu, kwasu mrówkowego, kwasu octowego i wody w stosunku 
objętościowym 100:11:11:13 (modyfikacja fazy ruchomej opisanej w literaturze [318]). 
Chromatogramy rozwijano na wysokość 15 cm, a następnie suszono w standardowych 
warunkach przez 2 godziny. Po wysuszeniu płytki wywoływano przy użyciu substancji 
wywołującej, którą był 10% metanolowy roztwór kwasu siarkowego(VI), a następnie 
wygrzewano je w temperaturze 110
o
C przez 20 minut. Tak uzyskane chromatogramy 
zdensytometrowano w trybie fluorescencji stosując densytometr skaningowy Desaga model 
CD 60 z oprogramowaniem ProQuant. Każda z badanych próbek była densytometrowano  
w zakresie od 320 do 700 nm co 10 nm. Każdy ekstrakt uzyskany z ekstrakcji ASE lub  
z ekstrakcji w aparacie Soxhleta został poddany dwukrotnej analizie. Całkowita suma 
obrazów TLC (densytogramy uzyskane w warunkach opisanych wyżej) uzyskana dla 
optymalizacji eksperymentu to 42 dla ekstrakcji ASE, natomiast dla ekstrakcji w aparacie 
Soxhleta - 6. W takich samych warunkach jak badane próbki, otrzymane densytogramy 
płytek stanowiły tło, które jest niezbędne  w dalszych badaniach. Otrzymane w ten sposób 
wyniki poddano analizie statystycznej w celu znalezienia optymalnych warunków 
ekstrakcji. 
 
61 
 
 
Analiza techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) 
Analizę techniką HPLC przeprowadzono przy użyciu chromatografu cieczowego 
Gyncotek P 580A LPG wyposażonego w automatyczny dozownik, pompę oraz detektor 
fotodiodowy. Wykorzystano kolumnę chromatograficzną firmy Varian, typu Pursuit C18  
o wymiarach 250 mm x 4,6 mm; grubość ziarna 5 µm. Dozowane objętości substancji 
wzorcowych kwasu rozmarynowego oraz kwasu kawowego wynosiły 10 µL. W celu 
zbadania zmian ilościowych kwasu rozmarynowego i kwasu kawowego przeprowadzono 
ekstrakcje ASE wcześniej odtłuszczonego i wysuszonego materiału roślinnego  
w odpowiednich temperaturach: 130
o
C, 140
o
C, 150
o
C, 175
o
C oraz 200
o
C. Przed 
wprowadzeniem ekstraktu do chromatografu, został on przesączony przy użyciu filtru 
strzykawkowego (0,02 µm). Jako fazę ruchomą zastosowano mieszaninę metanolu oraz 
wody z dodatkiem 1% lodowatego kwasu octowego (v/v). Analizę przeprowadzono przy 
gradiencie rozpuszczalnikowym (rys.3.).  
 
 
Rys.3. Profil gradientu zastosowany w analizie chromatograficznej. 
Szybkość przepływu fazy ruchomej była stała i wynosiła 0,5 mL/min, a całkowity czas 
analizy wynosił 55 minut. Chromatogramy rejestrowano przy długości fali λ = 250 nm. 
Uzyskane wyniki przeanalizowano pod kątem zmiany zawartości kwasu kawowego  
i rozmarynowego w zależności od zastosowanej temperatury. 
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Optymalne warunki dla ekstrakcji ASE wyznaczono za pomocą metody RSM [319]. 
Plan CCD został wykorzystany w celu zbadania wpływu stężenia metanolu i temperatury 
ekstrakcji na całkowitą zawartość związków fenolowych w ekstraktach. Plan eksperymentu 
jest zazwyczaj stosowany do zdefiniowania powierzchni odpowiedzi drugiego rzędu. 
Model drugiego rzędu dla zakodowanych zmiennych można wyrazić następującym 
równaniem: 
y = β0 + β1x1 + β2x2 + β11x1
2
 + β22x2
2
 + β12x1x2 + ε,            (1) 
gdzie: β0 - wyraz wolny równania opisującego model drugiego rzędu, 
β1, β2 - współczynniki regresji liniowej, 
β11, β22 - kwadrat współczynników liniowych,  
β12 - interakcja współczynników x1 (stężenie metanolu) i x2 (temperatura ekstrakcji), 
ε - określenie błędu. 
 Zmienną odpowiedzi y reprezentuje średnie pole powierzchni pod densytogramami. 
Oszacowanie współczynników regresji w równaniu 1 zostało wykonane za pomocą 
wielorakiej regresji liniowej. Jest to możliwe, ponieważ model jest liniowy względem 
parametrów β, bez względu na kształt powierzchni jaki jest opisany. W celu sprawdzenia 
istotności współczynników regresji wykorzystano analizę wariancji (ANOVA) III-go typu 
dla sumy kwadratów. Model adekwatności został sprawdzony za pomocą analizy reszt, 
błędu dopasowania, współczynnika determinacji oraz jego wartości dopasowania R2 i R2det.. 
Założony poziom istotności wynosił 0,05 (wartość p < 0,05). 
 Jak wspomniano wcześniej, pojedynczy obraz TLC (długość fali x odległość) został 
zarejestrowany dla każdej próbki otrzymanej z ekstrakcji w aparacie Soxhleta oraz 
otrzymanej z ekstrakcji ASE, ponieważ różna zawartość związków fenolowych została 
zabsorbowana przy różnej długości fali. Zazwyczaj sygnały instrumentalne wymagają 
wstępnego przygotowania przed dalszą analizą. Procedura wstępnego przygotowania 
obejmuje zwiększenie stosunku sygnału do szumu, eliminację linii podstawowej  
i nakładanie odpowiadających sobie pików. Tło zostało wyeliminowane poprzez odjęcie tła 
płytki (które zostało przeskanowane przy tym samym zakresie długości fali) od rozwiniętej 
płytki z ekstraktami. Przykład obrazu płytki po eliminacji tła przestawia rysunek 4a.  
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Rys.4. Wstępne przygotowanie obrazów TLC: a) spektrochromatogram cienkowarstwowy dla 
danego ekstraktu ASE, b) densytogramy otrzymane poprzez uśrednienie intensywności dla długości 
fali w zakresie 320 - 520 nm dla obrazu TLC w a), c) uśrednione denystogramy ekstraktów ASE. 
Średni densytogram został uzyskany dla każdej próbki poprzez uśrednienie sygnału 
intensywności w każdym punkcie pomiarowym wzdłuż długości fali w zakresie od 320 do 
520 nm. Densytogramy, które zostały otrzymane przy najwyższych wartościach długości 
fali nie były brane pod uwagę, ze względu na zarejestrowaną małą wartość sygnału 
intensywności. Różnorodne podejścia estymujące kształt linii były użyte przy założeniu, że 
poziom szumu jest akceptowalnie niski, a linia podstawowa jest gładka, ale nieliniowa na 
przestrzeni wszystkich sygnałów.  
W celu eliminacji linii podstawowej dla uśrednionych densytogramów wykorzystano 
metodę asymetrycznych najmniejszych kwadratów z funkcją kary (PALS) [320]. Wśród 
wielu różnych metod PALS jest preferowaną metodą ze względu na swoją prostotę i dobrą 
wydajność. Metoda PALS polega na modelowaniu linii podstawowej za pomocą podejścia 
iteracyjnego, które minimalizuje tzw. funkcję kosztów, opisującą dopasowanie 
aproksymowanej linii podstawowej do kształtu linii podstawowej sygnałów. Podczas tej 
procedury punkty zakładanej linii podstawowej, znajdujące się powyżej linii podstawowej 
sygnału, otrzymują mniejsze wagi niż te, które są zbliżone do wartości oryginalnej linii 
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podstawowej. Funkcja opisująca kształt aproksymowanej linii podstawowej ma następującą 
postać: 
Q = Ʃ wi (si - bi)
2
 + λ (Δdbi)
2 
 ,                 (2) 
gdzie: si - i-ty punkt sygnału, 
bi - i-ty punkt przybliżonej linii podstawowej, 
λ - parametr kary,  
Δd - różnice wynikające z zastosowania odpowiedniej pochodnej. 
W większości ustawień, wybór d = 1 lub 2 prowadzi do dobrego przybliżenia linii 
podstawowej. Parametr kary kontroluje stopień gładkości aproksymowanej linii 
podstawowej.  
Średni densytogram, który został uzyskany z obrazu TLC (rys.4a.), przedstawia rys.4b. 
przed (niebiska linia) i po (czerwona linia) korekcji linii podstawowej. Wszystkie średnie 
densytogramy ekstraktów uzyskanych z ekstrakcji ASE po wstępnym przygotowaniu 
zostały przedstawione na rysunku 4c. Wstępne przygotowanie średnich densytogramów 
pozwala oszacować powierzchnie pod każdym z nich, co prowadzi do określenia całkowitej 
zawartości związków fenolowych ekstraktów, które zostały uzyskane przy użyciu 
ekstrakcji ASE lub ekstrakcji przy użyciu aparatu Soxhleta. 
Dopasowanie pików jest możliwe wtedy, gdy stosunek sygnału do szumu dla 
pojedynczego średniego densytogramu jest prawidłowy. Przesunięcie pików może być 
spowodowane brakiem możliwości odtworzenia identycznych warunków eksperymentu.  
W wyniku tych przesunięć dodatkowa zmienność jest wprowadzona do danych 
eksperymentalnych, jednak nie posiada ona zawartości informacyjnej. Przesunięcia takie 
możemy zaobserwować dla poszczególnych próbek, dlatego też należy je usunąć. W tym 
celu wykorzystywane są techniki wstępnego przygotowania danych. W większości metod 
pozycje pików w sygnale są korygowane w odniesieniu do wybranego sygnału 
reprezentatywnego, który nazywany jest targetem. Ponieważ położenie przesuniętych 
pików jest z góry nieznane, metody te bazują na kształcie pików przyporządkowując je 
odpowiednio do siebie.  
W celu usunięcia przesunięć pomiędzy pikami stosuje się głownie technikę 
zoptymalizowanego nakładania sygnałów, która maksymalizuje wzajemną korelację 
sygnałów (COW) [321]. W metodzie COW mamy funkcje pozwalające na dopasowanie 
sygnałów poprzez kompresję i rozciąganie fragmentów sygnału. W czasie tej procedury 
sygnał docelowy i sygnał, który jest dopasowany są podzielone na kilka sekcji, które 
i 
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zawierają taką samą ilość punktów pomiarowych. Jest to kontrolowane za pomocą tak 
zwanego parametru elastyczności, t. Kiedy t=1, rozważane są trzy możliwe położenia 
sekcji końcowej, a więc dozwolone są trzy długości sekcji: o jeden punkt krótszy, bez 
zmian długości oraz z dłuższym o jeden punkt w odniesieniu do sekcji początkowej. 
Następnie wszystkie możliwe sekcje są interpolowane liniowo i porównywane z ich 
odpowiednikami, które zostały znalezione w sygnale docelowym, a ich stopień 
dopasowania jest oceniany za pomocą współczynnika dopasowania. Metoda COW polega 
na znalezieniu optymalnego położenia punktów pomiarowych tak, że po nałożeniu sygnału 
w poszczególnych sekcjach współczynnik korelacji jest maksymalny. Gdy liczba sekcji  
i parametr t są odpowiednio zoptymalizowane, przesunięcia pików mogą być skorygowane. 
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Rys.5. Centralny plan kompozycyjny a) płaszczyzna odpowiedzi oraz b) wykres konturowy 
przedstawiający wpływ stężenia metanolu i temperatury na całkowitą zawartość związków 
fenolowych. 
 Aby otrzymać największe stężenie związków fenolowych podczas prowadzenia 
ekstrakcji ASE został wykorzystany plan CCD z odpowiednimi kombinacjami warunków 
prowadzenia ekstrakcji - stężenie metanolu oraz temperatura (tab.4.). Wykres płaszczyzny 
odpowiedzi oraz wykres konturowy zostały przedstawione na rysunku 5. Wyniki dla 
ANOVA (analiza III-go typu dla sumy kwadratów) przedstawiono w tabeli 6. 
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Tab.6. Wyniki dla ANOVA (analiza III-go typu dla sumy kwadratów). 
Źródło wariancji 
Suma 
kwadratów 
Stopnie 
swobody 
Średnia 
kwadratów 
Wartość 
F 
Wartość P 
Model 1,051012 2 5,241011 1098,5 <0,0001 
x1 (metanol) 1,8010
8
 1 1,80108 0,383 0,540 
x2 (temperatura) 2,2210
9
 1 2,22109 4,709 0,037 
x1
2
 6,59108 1 6,59108 1,397 0,245 
x2
2
 2,94108 1 2,94108 0,623 0,435 
x1x2 2,0310
9
 1 2,03109 4,303 0,045 
Reszty 1,861010 39 4,77108   
Na podstawie wartości P, przedstawionych w tab.3, można wyciągnąć wniosek, że 
współczynniki regresji związane z działaniem temperatury (x2) oraz wpływem temperatury 
metanolu na stężenie związków fenolowych (x1x2) są statystycznie istotne (wartość  
P < 0,05). W związku z tym, model interakcji opisany jest za pomocą równania 3: 
εxx1011,0x1008,01058,1y 21
5
2
55                               (3) 
Zostało ono uznane za odpowiednie do przewidywania całkowitej zawartości związków 
fenolowych ekstraktów gatunku tymianku pospolitego z prawdopodobieństwem 99,9999. 
Oszacowany błąd dopasowania był mało istotny (wartość p > 0,05) i R2 oraz R2det. wynosiły 
odpowiednio 0,9826 oraz 0,9817. Kształt płaszczyzny odpowiedzi wskazuje, że optymalna 
temperatura dla uzyskanych ekstraktów tymianku, które są bogate w związki fenolowe ma 
najwyższą wartość jaka była rozważana w eksperymencie, czyli 140°C, a stężenie metanolu 
było 27%. Wyższa temperatura zwiększa rozpuszczalność związków fenolowych (zwiększa 
wydajność reakcji), ale w połączeniu z dużym ciśnieniem ekstrakcji ASE degradacja 
termiczna związków jest ograniczona. W tym celu zbadano, czy ma miejsce termiczny 
rozkład wybranych związków, takich jak kwas rozmarynowy. W związku z tym zawartość 
kwasu rozmarynowego zbadano techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej dla 
ekstraktów uzyskanych przy pomocy ekstrakcji ASE w temperaturach: 130, 140, 150, 175  
i 200°C i w optymalnym stężeniu metanolu 27%. Otrzymane chromatogramy 
przedstawiono na rysunku 6. Wraz ze wzrostem temperatury powyżej 130oC 
zaobserwowano spadek zawartości kwasu rozmarynowego, natomiast stwierdzono 
pojawienie się kwasu kawowego, który jest jednym z produktów rozkładu kwasu 
rozmarynowego. Można zatem zaobserwować rozkład termiczny. Ponieważ stwierdzono 
degradację termiczną kwasu rozmarynowego powyżej 140°C, jako końcową optymalną 
temperaturę wybrano 130°C. Spowodowało to nieznaczne zmniejszenie całkowitej 
zawartości związków fenolowych, które oszacowano poprzez pole powierzchni pod 
średnimi densytogramami.  
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Rys.6. Chromatogramy uzyskane techniką HPLC dla ekstraktów otrzymanych metodą ASE  
w określonych warunkach: metanol : woda, 27:73 (v/v) i w różnych temperaturach. 
Końcowe, optymalne warunki uzyskane na podstawie centralnego planu 
kompozycyjnego dla ekstraktów gatunku tymianku pospolitego dla ekstrakcji ASE to 
temperatura 130
o
C oraz rozpuszczalnik metanol : woda, 27:73 (v/v). Walidacja modelu 
wykazała błąd względny 5%, który jest akceptowalny dla tego typu analizy. Całkowita 
zawartość związków fenolowych w ekstraktach uzyskanych za pomocą ekstrakcji ASE jest 
znacznie wyższa (blisko trzykrotnie) niż całkowita zawartość związków fenolowych dla 
ekstraktów uzyskanych za pomocą aparatu Soxhleta. Dlatego ekstrakcja ASE została 
zastosowana do dalszych badań poszczególnych gatunków tymianku w celu porównania 
zawartości związków fenolowych. 
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4. Porównanie chromatograficznych fingerprintów dla roślin  
z rodziny jasnotowatych: szałwii, tymianku oraz pszczelnika 
W wyniku przeprowadzenia wielostopniowej ekstrakcji związków fenolowych dla 
trzech rodzajów roślin: szałwii, tymianku i pszczelnika otrzymano sześć frakcji dla każdego 
z gatunków i odmian. Uzyskane frakcje to: octanowe glikozydy flawonoidowe, butanolowe 
glikozydy flawonoidowe, aglikony flawonoidowe, wolne kwasy fenolowe oraz kwasy 
fenolowe uwolnione w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowej.  
4.1. Chromatografia cienkowarstwowa 
Do analizy użyto płytek szklanych pokrytych żelem krzemionkowym Si 60 F254  
(10 cm x 20 cm), które uprzednio aktywowano w temperaturze 110oC przez 15 minut. 
Próbki o objętości 10 µL nanoszono przy pomocy automatycznego aplikatora pasmami  
o długości 1 cm. Każdorazowo ekstrakty rozwijano w poziomych komorach typu sandwich, 
które uprzednio wysycano przez 15 minut porcjami fazy ruchomej. Próbki rozwijano na 
wysokość 15 cm, po czym suszono je przez 3 godziny w standardowych warunkach.  
Po wysuszeniu chromatogramy fotografowano pod lampą UV przy dwóch długościach fali 
λ = 254 nm i λ = 366 nm. Następnie chromatogramy wywołano 1% metanolowym 
roztworem chlorku glinu i ponownie fotografowano przy dwóch długościach fali. 
Tab.7. Układy chromatograficzne zastosowane do analizy frakcji związków fenolowych techniką 
chromatografii cienkowarstwowej. 
Frakcje 
Faza 
stacjonarna 
Faza ruchoma 
wolne kwasy fenolowe (WKF) 
SiO2 
C6H6 + AcOEt + HCOOH 
6 : 3 : 1 (v/v) [322] 
kwasy fenolowe uwolnione w wyniku 
hydrolizy zasadowej (ZKF) 
kwasy fenolowe uwolnione w wyniku 
hydrolizy kwasowej (KKF) 
aglikony flawonoidowe (AF) 
C6H5CH3 + AcOEt + HCOOH 
12 : 6 : 1 (v/v) [323] 
glikozydy flawonoidowe (GFO i GFB) AcOEt + H2O + HCOOH + CH3COOH 
100 : 26 : 11 : 11 (v/v)[324] 
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W wyniku przeprowadzonej analizy otrzymano fingerprinty dla poszczególnych 
gatunków i odmian, które przedstawiono na rysunkach poniżej (rys.7-11.). Analizując 
wszystkie uzyskane chromatogramy zauważono, że rejestracja przy długości fali λ = 366 
nm pozwala zaobserwować większą liczbę pasm w porównaniu z chromatogramami 
zarejestrowanymi przy długości fali λ = 254 nm. W związku z tym, w przedstawionym 
poniżej omówieniu wyników skupiono się tylko na chromatogramach uzyskanych przy 
długości fali λ = 366 nm. W końcowym etapie porównano otrzymane fingerprinty dla 
poszczególnych gatunków i odmian. W omówieniu poniżej skupiono się na trzech 
najbardziej interesujących frakcjach. 
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Rys.7. Chromatogramy ekstraktów frakcji wolnych kwasów fenolowych uzyskanych w wyniku 
wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii cienkowarstwowej dla sześciu przebadanych 
gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
 
Rys.8. Chromatogramy ekstraktów frakcji kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy 
kwasowej uzyskanych w wyniku wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii 
cienkowarstwowej dla sześciu przebadanych gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
S. triloba    S. staminea     D. moldavical     D. moldavical     T. vulgaris      T. serpyllum  
                                             biały                   niebieski 
S. triloba    S. staminea     D. moldavical     D. moldavical     T. vulgaris      T. serpyllum  
                                             biały                   niebieski 
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Rys.9. Chromatogramy ekstraktów frakcji kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy 
zasadowej uzyskanych w wyniku wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii 
cienkowarstwowej dla sześciu przebadanych gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
 
 
Rys.10. Chromatogramy ekstraktów frakcji aglikonów flawonoidowych uzyskanych w wyniku 
wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii cienkowarstwowej dla sześciu przebadanych 
gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
I 
S. triloba    S. staminea     D. moldavical     D. moldavical     T. vulgaris      T. serpyllum  
                                             biały                   niebieski 
S. triloba    S. staminea     D. moldavical     D. moldavical     T. vulgaris      T. serpyllum  
                                             biały                   niebieski 
II 
III 
IV 
V 
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Rys.11. Chromatogramy ekstraktów butanolowych frakcji glikozydów flawonoidowych 
uzyskanych w wyniku wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii cienkowarstwowej dla 
sześciu przebadanych gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
 
 
Rys.12. Chromatogramy ekstraktów octanowych frakcji glikozydów flawonoidowych uzyskanych 
w wyniku wielostopniowej ekstrakcji techniką chromatografii cienkowarstwowej dla sześciu 
przebadanych gatunków. Rejestracja przy długości fali λ = 366 nm. 
 
 
II 
S. triloba    S. staminea       D. moldavical       D. moldavical         T. vulgaris      T. serpyllum  
                                               biały                     niebieski 
 S. triloba       S. staminea         D. moldavical   D. moldavical   T. vulgaris      T. serpyllum  
                                                   biały                 niebieski 
I 
III 
IV 
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Frakcja aglikonów flawonoidowych (AF) okazała się najważniejszą spośród sześciu 
uzyskanych frakcji, ponieważ w najlepszy sposób różnicuje wszystkie sześć badanych 
gatunków i odmian (rys.10.). Dzieje się tak, ponieważ oprócz jednego wspólnego pasma 
dla poszczególnych próbek, pozostałe są charakterystyczne wyłącznie dla każdej z nich. 
Dlatego frakcję AF możemy uznać za chromatograficzny marker. Pozostałe pięć frakcji 
(wolne kwasy fenolowe - WKF, kwasy fenolowe uwolnione w wyniku hydrolizy kwasowej 
- KKF, kwasy fenolowe uwolnione w wyniku hydrolizy zasadowej - ZKF, octanowa 
frakcja glikozydów flawonoidowych - GFO oraz butanolowa frakcja glikozydów 
flawonoidowych - GFB) ze względu na zawartość wyizolowanych związków fenolowych, 
nie są tak selektywne jak frakcja AF. Chromatogramy związków fenolowych uzyskane dla 
frakcji GFB oraz ZKF mogą również zostać wykorzystane w celu porównania między sobą 
badanych gatunków i odmian, ponieważ dobrze je różnicują, jednak ich zróżnicowanie jest 
mniejsze niż w przypadku frakcji AF. 
Kolejną omawianą frakcją jest frakcja ZKF (rys.9.), dla której możemy 
zaobserwować pięć wspólnych pasm (I-V), które pojawiają się dla wszystkich 
przebadanych gatunków i odmian. Wszystkie pięć pasm może być rozpatrywane jako 
chemotaksonomiczne markery dla rodziny Lamiaceae. Pasmo pierwsze charakteryzuje się 
najmniejszą intensywnością (RF = 0,03 ± 0,01) dla gatunku S. triloba, natomiast pasmo  
o największej intensywności charakteryzuje gatunek D. moldavical o kwiatostanie 
niebieskim i białym. Analizując pasmo drugie (RF = 0,10 ± 0,01) możemy zaobserwować, 
iż dla dwóch odmian gatunku D. moldavical intensywność pasm jest największa, natomiast 
dla pozostałych czterech gatunków, intensywność jest mniejsza, ale porównywalna między 
sobą. Pasmo III (RF = 0,25 ± 0,02) jest również najbardziej intensywne dla dwóch odmian 
gatunku D. moldavical, jednak najmniejszą intensywność stwierdzono dla gatunku  
S. staminea. W przypadku pasma IV (RF = 0,51 ± 0,02) zaobserwowano największą 
intensywność dla dwóch gatunków szałwii, natomiast dla pozostałych czterech roślin, 
intensywność jest mniejsza, ale porównywalna między sobą. Dla ostatniego 
zidentyfikowanego  pasma V (RF = 0,61 ± 0,02) największą intensywność stwierdzono dla 
gatunku S. staminea, natomiast najmniejszą dla gatunku T. vulgaris. Dodatkowo 
zaobserwowano kilka pojedynczych pasm, które różnicują poszczególne gatunki i odmiany 
roślin (oznaczone na rysunku pojedynczymi elipsami). 
Ostatnią omawianą frakcją jest frakcja GFB, dla której zaobserwowano cztery 
wspólne pasma dla wszystkich przebadanych roślin (rys.11.), dlatego mogą być również 
rozpatrywane jako chemotaksonomiczne markery. Pasmo I (RF = 0,61 ± 0,02) jak i pasmo 
II (RF = 0,68 ± 0,02) największą intensywnością charakteryzuje odpowiednio gatunek  
S. triloba i T. serpyllum, natomiast dla pozostałych czterech roślin, intensywność jest 
mniejsza, ale porównywalna między sobą.  Dla pasma III (RF = 0,93 ± 0,02) największą 
intensywność stwierdzono dla gatunku S. staminea, natomiast najmniejszą dla gatunku  
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D. moldavical  o białym kwiatostanie. Ostatnie zaobserwowane pasmo IV (RF = 0,97 ± 
0,02) charakteryzuję się największą intensywnością dla gatunku S. triloba, natomiast dla 
pozostałych pięciu roślin, intensywność jest mniejsza, ale porównywalna między sobą. 
Ponadto na chromatogramach dla gatunków S. triloba, S. staminea, T. vulgaris oraz  
T. serpyllum zaobserwowano dodatkowe pasma o niskich wartościach RF (oznaczone na 
rysunku pojedynczymi elipsami), których nie stwierdzono dla pozostałych dwóch odmian 
roślin. Dla dwóch odmian (o kwiatostanie niebieskim i białym) gatunku  D. moldavical 
zaobserwowano pasma o wysokich wartościach RF = 0,77 ± 0,02, których nie stwierdzono 
dla pozostałych czterech gatunków. Gatunki T. vulgaris oraz T. serpyllum charakteryzują 
się największą ilością oraz największą intensywnością otrzymanych pasm. 
Podsumowując, należy zauważyć, że dla dwóch odmian gatunku D. moldavical  
(z kwiatostanem niebieskim i białym) zaobserwowano niemal identyczne chromatogramy, 
bez względu na to, która z próbek jest analizowana. Jedynym wyjątkiem jest frakcja AF, 
gdzie drobne różnice pomiędzy tymi dwoma odmianami roślin są nadal zauważalne. Można 
zatem wywnioskować, że pomimo zastosowania selektywnej ekstrakcji oraz odpowiednich 
środków do frakcjonowania danej grupy polifenoli, dwie odmiany jednego i tego samego 
gatunku rośliny są zbyt mocno powiązane, aby móc je odróżnić przy użyciu fingerprintów 
uzyskanych za pomocą chromatografii cienkowarstwowej. Dla pozostałych pięciu frakcji 
(WKF, KKF, ZKF, GFO oraz GFB) zaobserwowano różnice pomiędzy badanymi 
gatunkami. Odróżnienie ich zatem przy użyciu otrzymanych fingerprintów jest możliwe.  
4.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa 
Do analizy chromatograficznej poszczególnych frakcji kwasów fenolowych oraz 
flawonoidów użyto wysokosprawnego chromatografu cieczowego Varian 920-LC 
składającego się z detektora fotodiodowego (DAD) oraz fotodyspersyjnego detektora 
laserowego (ELSD). Chromatogramy z zastosowaniem detektora DAD rejestrowano przy 
długości fali λ = 254 nm. Wszystkie otrzymane frakcje związków fenolowych rozdzielano 
w tym samym układzie chromatograficznym: 
 faza stacjonarna - kolumna RP-18 (5 µm, 250 x 4,6 mm), 
 faza ruchoma - acetonitryl, woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu 
octowego, 
 rodzaj elucji - elucja gradientowa, 
 czas analizy - 40 minut. 
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Tab.8. Warunki rozdziału frakcji kwasów fenolowych i flawonoidów metodą wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej. A - acetonitryl, B - woda z dodatkiem 1% (v/v) lodowatego kwasu 
octowego. 
Czas [min] %A %B 
0-7 20% 80% 
8-13 40% 60% 
14-19 60% 40% 
20-36 100% 0% 
37-40 20% 80% 
 
 
Rys.13. Profil gradientu zastosowany w analizie chromatograficznej frakcji związków fenolowych. 
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W wyniku przeprowadzonej analizy otrzymano chromatogramy dla wybranych frakcji 
poszczególnych odmian i gatunków. Poniżej na rysunkach 14-18 przedstawiono 
chromatogramy uzyskane przy długości fali λ = 254 nm przy zastosowaniu detektora DAD, 
natomiast na rysunkach 19-23 przedstawiono chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu 
detektora ELSD. Na umieszczonych wykresach przedstawiono po jednym przykładzie dla 
danego gatunku lub odmiany (dla którego zaobserwowano bardziej zróżnicowane 
chromatogramy), dla pięciu poszczególnych frakcji (wolnych kwasów fenolowych, 
kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej, kwasów fenolowych 
uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej, octanowej frakcji glikozydów 
flawonoidowych oraz butanolowej frakcji glikozydów flawonoidowych).  
 
 
Rys.14. Chromatogram przedstawia octanową frakcję glikozydów flawonoidowych dla trzech 
analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy długości fali λ = 254 nm przy 
użyciu detektora DAD. 
 
Rys.15. Chromatogram przedstawia butanolową frakcję glikozydów flawonoidowych dla trzech 
analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy długości fali λ = 254 nm przy 
użyciu detektora DAD. 
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Rys.16. Chromatogram przedstawia frakcję kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku 
hydrolizy zasadowej dla trzech analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu 
przy długości fali λ = 254 nm przy użyciu detektora DAD. 
 
Rys.17. Chromatogram przedstawia frakcję kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku 
hydrolizy kwasowej dla trzech analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy 
długości fali λ = 254 nm przy użyciu detektora DAD. 
 
Rys.18. Chromatogram przedstawia frakcję wolnych kwasów fenolowych dla trzech analizowanych 
gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy długości fali λ = 254 nm przy użyciu detektora DAD. 
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Rys.19. Chromatogram przedstawia octanową frakcję glikozydów flawonoidowych dla trzech 
analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy użyciu detektora ELSD. 
 
Rys.20. Chromatogram przedstawia butanolową frakcję glikozydów flawonoidowych dla trzech 
analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy użyciu detektora ELSD. 
 
Rys.21. Chromatogram przedstawia frakcję kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku 
hydrolizy zasadowej dla trzech analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu 
przy użyciu detektora ELSD. 
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Rys.22. Chromatogram przedstawia frakcję kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku 
hydrolizy kwasowej dla trzech analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy 
użyciu detektora ELSD. 
 
Rys.23. Chromatogram przedstawia frakcję wolnych kwasów fenolowych dla trzech 
analizowanych gatunków i odmian. Rejestracja chromatogramu przy użyciu detektora ELSD. 
Porównując chromatogramy uzyskane przy użyciu detektora fotodiodowego oraz 
fotodyspersyjnego detektora laserowego stwierdzono, iż większą ilość rozdzielonych pików 
zarejestrowano w przypadku zastosowania detektora DAD. Z kolei w większości 
przypadków intensywność pików jest większa przy zastosowaniu detektora ELSD. 
Analizując chromatogramy uzyskane przy użyciu detektora ELSD zaobserwowano, że 
na większości z nich intensywność pojedynczych pików wykracza poza skalę. Jest to 
spowodowane zbyt dużym stężeniem substancji w próbce. Problem ten można rozwiązać 
na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest rozcieńczenie, a drugim zmniejszenie ilości 
aplikowanej próbki. Niemniej jednak w obu przypadkach istnieje prawdopodobieństwo 
utraty części pików o najmniejszej intensywności, które mogą być charakterystyczne dla 
danego gatunku i odmiany. 
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Analizując uzyskane chromatogramy dla sześciu badanych roślin zaobserwowano, że 
najbardziej interesującą frakcją okazała się frakcja aglikonów flawonoidowych. Dlatego w 
poniższym omówieniu uwagę skupiono tylko na tej frakcji. Na rysunku 24 przedstawiono 
wykresy dla wszystkich sześciu gatunków i odmian zarówno przy zastosowaniu detektora 
DAD przy długości fali λ = 254 nm jak i detektora ELSD. Dodatkowe cechy otrzymanych 
chromatogramów znajdują się w tabeli 9 i 10.  
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Rys.24. Porównanie chromatogramów frakcji aglikonów flawonoidowych dla sześciu 
przebadanych roślin za pomocą techniki HPLC przy zastosowaniu a) detektora DAD przy długości 
fali λ = 254 nm oraz b) detektora ELSD. 
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Na chromatogramach zarejestrowanych przy użyciu detektora DAD przy długości 
fali λ = 254 nm dla frakcji AF (rys.24a.) zaobserwowano jeden wspólny pik dla wszystkich 
gatunków i odmian przy czasie retencji równym tR = 13,85 min. Dla roślin należących do 
gatunku szałwii wspomniany pik charakteryzuję się największą wartością odpowiedniego 
pola powierzchni, które wynosi dla gatunku S. staminea 77,1 mAV x min, natomiast dla 
gatunku S. triloba 31,7 mAV x min. Dla pozostałych roślin wartości pól powierzchni są 
niższe. Podobną zależność możemy zaobserwować analizując procentowy udział 
powierzchni tego piku do całkowitej wartości chromatogramów. W tym przypadku 
odpowiednie udziały dla gatunków S. staminea i S. triloba wynoszą odpowiednio 26,5  
i 19,8% (tab.9.). Dla pozostałych roślin odpowiednie udziały są niższe. Analizując 
chromatogramy otrzymane przy zastosowaniu detektora ELSD dla frakcji AF nie 
stwierdzono żadnych wspólnych pików dla sześciu badanych roślin (rys.24b.). 
Tab.9. Porównanie odpowiednich wartości uzyskanych dla wspólnego piku chromatograficznego 
frakcji aglikonów flawonoidowych dla sześciu przebadanych roślin z zastosowaniem detektora 
DAD przy długości fali λ = 254 nm. 
Gatunek i odmiana 
Czas retencji 
tR [min] 
Pole powierzchni 
[mAV x min] 
Udział procentowy 
[%] 
S. triloba 
13,85 
31,7 19,8 
S. staminea 77,1 26,5 
D. moldavica (biały) 16,7 11,0 
D. moldavica (niebieski) 11,3 8,4 
T. vulgaris 27,0 13,5 
T. serpyllum 6,5 7,5 
Każdy sygnał odpowiada 40 mg suchej masy roślinnej. 
Dodatkowo analiza uzyskanych chromatogramów zarejestrowanych  
z zastosowaniem detektora DAD i ELSD dla frakcji AF została przedstawiona w tabeli 10. 
Okazuję się, że przy zastosowaniu detektora DAD zaobserwowano trzy piki, które  
są charakterystyczne dla określonych grup roślin. Pierwszy z nich przy czasie retencji  
tR = 16,38 min zaobserwowano dla dwóch odmian gatunku D. moldavica (z kwiatostanem 
białym i niebieski). Kolejny pik przy czasie retencji tR = 20,48 min należy również do 
dwóch odmian gatunku D. moldavica (z kwiatostanem białym i niebieskim), ale 
zarejestrowano go również dla gatunku T. vulgaris. Ostatni, trzeci pik zaobserwowano 
tylko dla gatunku S. staminea (tR = 24,80 min). 
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Analiza chromatogramów uzyskanych przy zastosowaniu detektora ELSD dla 
frakcji AF również pozwoliła na zaobserwowanie trzech pików charakterystycznych dla 
odpowiednich gatunków i odmian. Jednak uzyskane wartości czasów retencji różnią się od 
wartości czasów retencji uzyskanych przy zastosowaniu detektora DAD. Pierwszy z nich 
przy czasie retencji tR = 3,80 min zaobserwowano dla dwóch gatunków szałwii S. staminea 
oraz S. triloba oraz dla dwóch odmian gatunku D. moldavica (z kwiatostanem białym  
i niebieskim). Kolejny pik przy czasie retencji tR = 14,13 min należy również do dwóch 
gatunków szałwii oraz dwóch gatunków tymianku. Ostatni, trzeci pik zaobserwowano tylko 
dla gatunku S. staminea (tR = 29,89 min). 
Tab.10. Porównanie charakterystycznych pików wraz z ich wartościami pól powierzchni dla frakcji 
AF dla sześciu przebadanych roślin z zastosowaniu dwóch detektorów (DAD i ELSD). 
DAD 
Czas retencji, tR [min] Gatunek i odmiana 
Pole powierzchni [mAV  
x min] 
16,38 D. moldavica (biały) 14,7 
 D. moldavica (niebieski) 3,6 
20,48 D. moldavica (biały) 8,3 
 D. moldavica (niebieski) 7,5 
 T. vulgaris 10,4 
24,80 S. staminea 14,4 
ELSD 
Czas retencji, tR [min] Gatunek i odmiana 
Pole powierzchni [mAV  
x min] 
3,80 S. triloba 1,9 
 S. staminea 31,3 
 D. moldavica (biały) 4,7 
 D. moldavica (niebieski) 6,2 
14,13 S. triloba 5,7 
 S. staminea 16,8 
 T. vulgaris 5,2 
 T. serpyllum 0,7 
29,89 S. staminea 66,3 
Każdy sygnał odpowiada 40 mg suchej masy roślinnej. 
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Dla wyników analizy czterech frakcji (WKF, KKF, GFO oraz GFB)  
z zastosowaniem detektora DAD zaobserwowano bardzo zbliżone wyniki, co powoduje, że 
rozróżnienie sześciu badanych roślin na tej podstawie jest niemożliwe. Dla frakcji kwasów 
fenolowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy zasadowej, na uzyskanych 
chromatogramach widać pewne różnice pomiędzy gatunkami i odmianami, jednak  
w porównaniu z frakcją AF, są one duże mniejsze. Dlatego frakcje AF można uznać za 
chromatograficzny marker dla roślin blisko ze sobą spokrewnionych. Najmniejsze różnice 
dla frakcji AF zaobserwowano dla D. moldavica o kwiatostanie białym i niebieskim, co jest 
zrozumiałe, ponieważ są to dwie odmiany tego samego gatunku. 
Bardzo podobne wyniki zaobserwowano dla sześciu frakcji uzyskanych  
z zastosowaniem detektora ELSD. W tym przypadku chromatogramy trzech frakcji (WKF, 
GFO i GFB) wykazały zbliżone wyniki, co nie daje nam możliwości rozróżnienia 
poszczególnych gatunków i odmian. Dla frakcji KKF oraz ZKF zaobserwowano pewne 
różnice dla poszczególnych roślin, jednak w porównaniu z frakcją AF, są one dużo 
mniejsze. Również w tym przypadku najmniejsze różnice dla frakcji AF zaobserwowano 
dla D. moldavica o kwiatostanie białym i niebieskim, co jest zrozumiałe, ponieważ są to 
dwie odmiany tego samego gatunku.  
 Wyniki otrzymane techniką HPLC potwierdzają otrzymane wcześniej rezultaty 
techniką TLC. Stwierdzono, że frakcja aglikonów flawonoidowych najlepiej różnicuje 
badane rośliny, dlatego może być uważana za chromatograficzny marker rozróżniający 
rośliny należące do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae). 
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5. Analiza lotnej frakcji wybranych gatunków tymianku 
Analizę GC-MS oraz HS-GC-MS przeprowadzono przy użyciu chromatografu 
gazowego Trace 2000 sprzężonego ze spektrometrem mas MS Trace i wyposażonego  
w automatyczny podajnik próbek. Uzyskane dane rejestrowano i opracowywano przy 
pomocy programu X-Calibur.  
Tab.11. Warunki pracy chromatografu gazowego. 
model aparatu chromatograf gazowy Trace 2000 
kolumna kapilarna RTX-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm 
gaz nośny hel o ciśnieniu p = 100 kPa 
program temperatury 40
o
C (3 min); 40-250
o
C (8
o
C/min) 
warunki izotermiczne 250
o
C (15 min) 
temperatura dozownika 200
o
C 
energia jonizacji 70 eV 
temperatura interfejsu 220
o
C 
temperatura źródła jonów 200oC 
całkowity czas analizy 30 min 
Identyfikacja poszczególnych związków lotnych opierała się na porównaniu widm 
masowych zarejestrowanych dla poszczególnych pików chromatograficznych z dostępnymi 
w bibliotece widm NIST (ang. National Institute of Standards and Technology), która 
działała kompatybilnie z programem X-Calibur. Identyfikacja dwóch par izomerów 
strukturalnych (o-cymenu i m-cymenu oraz tymolu i karwakrolu) na podstawie biblioteki 
widm jest niejednoznaczna, dlatego w omówieniu sugerowano dwie możliwości (i/lub).  
W tabeli 9 przedstawiono wszystkie 29 zidentyfikowanych związków. 
W pierwszym etapie badań na przykładzie trzech gatunków tymianku: T. vulgaris 
(C), T. pulegioides (T) oraz T. kosteleckyanus (R) porównano efektywność dwóch 
zastosowanych technik wyodrębniania związków lotnych z materiału roślinnego.  
W przypadku pierwszej metody frakcję związków lotnych wyodrębniono w procesie 
destylacji z parą wodną w aparacie Derynga, a uzyskany olejek eteryczny analizowano 
techniką GC-MS. W przypadku drugiej metody analizowano skład fazy 
nadpowierzchniowej techniką HS-GC-MS. Otrzymane chromatogramy przedstawia 
rysunek 25. 
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Gatunek T. vulgaris T. kosteleckyanus T. pulegioides 
HS-GC-MS 
   
Deryng-GC-MS 
   
Rys.25. Porównanie chromatogramów lotnej frakcji dla trzech wybranych gatunków tymianku przy zastosowaniu dwóch typów ekstrakcji. 
Symbole gatunków oraz związków opisane jak w tabeli 12. 
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Porównując dwa chromatogramy dla gatunku T. vulgaris (C) możemy 
zaobserwować pewne zależności. Przy pomocy techniki HS-GC-MS zidentyfikowanych 
zostało 19 lotnych związków. Największą intensywnością charakteryzowały się piki 
należące do mieszaniny izomerów o-cymen i/lub m-cymen (pik nr 8) oraz eukaliptolu (pik 
nr 10). Analizując olejki otrzymane za pomocą destylacji z parą wodną w aparacie Derynga 
i analizowane techniką GC-MS zidentyfikowano tylko 12 lotnych związków, a największą 
intensywność wykazał pik nr 8 (c-cymen i/lub m-cymen). Dodatkowe związki 
zidentyfikowane przy zastosowaniu metody HS-GC-MS to: 1-okten-3ol (pik nr 4),  
3-oktanol (pik nr 6), eukaliptol (pik nr 10), β-terpineol (pik nr 12), β-linalol (pik nr 13), 
linalin antranilanu (pik nr 17), β-bourbon (pik nr 19) oraz germakren D (pik nr 23). 
Natomiast związek, który został zidentyfikowany w olejku otrzymanym w aparacie 
Derynga to tlenek kariofilenu (pik nr 29). 
 Analizując dwa chromatogramy otrzymane dla gatunku T. kosteleckyanus (R) 
zaobserwowano również, że techniką HS-GC-MS zidentyfikowano więcej związków 
lotnych - 16, niż przy pomocy Deryng-GC-MS - tylko 14. W przypadku pierwszej metody 
najintensywniejszy pik zarejestrowano dla piku nr 10 (eukaliptol), natomiast w drugim 
przypadku dla pików nr 10 (eukaliptol) oraz 27 (nerolidol). Przy użyciu techniki HS-GS-
MS dodatkowo zidentyfikowano 4 związki: kamfen, 3-oktanol, τ-terpinen oraz β-terpineol 
(odpowiednio nr piku 3, 6, 11 i 12). Związki o-cymen i/lub m-cymen (nr 8) oraz karwakrol 
i/lub tymol (nr 18), zostały zidentyfikowane tylko w olejku eterycznym otrzymanym za 
pomocą destylacji z parą wodną w aparacie Derynga. 
 Dla chromatogramów uzyskanych dla ostatniego analizowanego gatunku  
T. pulegioides subsp. pulegioides (T) stosując technikę Deryng-GC-MS zidentyfikowano 
11 związków lotnych, natomiast przy zastosowaniu techniki HS-GC-MS cztery dodatkowe 
związki: 3-tujen (nr 1), α-terpinen (nr 7), β-terpineol (pik nr 12) oraz β-linalol (pik nr 13). 
 Dla wszystkich trzech przebadanych gatunków tymianku techniką HS-GC-MS 
zidentyfikowano więcej związków lotnych niż w przypadku olejków eterycznych 
otrzymanych w wyniku destylacji z parą wodną w aparacie Derynga analizowanych 
techniką GC-MS. Niemniej jednak dla gatunków T. vulgaris (C) oraz T. kosteleckyanus (R) 
zaobserwowano związki, które zostały zidentyfikowane tylko dla olejków eterycznych 
analizowanych techniką GC-MS.  
 Porównując efektywność dwóch zastosowanych technik analiza HS-GC-MS 
okazała się techniką szybszą i bardziej wydajną (pozwala zidentyfikować większą liczbę 
związków lotnych). Niemniej jednak, techniki te uzupełniają się, dlatego warto wykonywać 
je jednocześnie w celu uzyskania kompletnej informacji dotyczącej składu chemicznego 
frakcji lotnej.  
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 W drugim etapie badań przeanalizowano chromatogramy uzyskane techniką  
HS-GC-MS dla osiemnastu gatunków tymianku. W tabeli 12 przedstawiono wyniki analiz 
frakcji lotnej za pomocą techniki HS-GC-MS dla wszystkich przebadanych próbek. 
Możemy zatem porównać te rośliny ze względu na liczbę i rodzaj zidentyfikowanych 
związków chemicznych. Dodatkowo możliwa jest również analiza półilościowa. 
Przedstawiona jest jako wkład procentowy poszczególnych wysokości pików do sumy 
wszystkich pików uzyskanych w danym chromatogramie. Na rysunku 26 przedstawiono 
wszystkie chromatogramy otrzymane w wyniku omawianej analizy. 
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Rys.26. Porównanie wszystkich chromatogramów uzyskanych w wyniku analizy HS-GC-MS. 
Symbole gatunków oraz związków opisane jak w tabeli 12.  
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W wyniku porównania chromatogramów uzyskanych dla gatunku T. vulgaris  
(C i U) zauważono pewne różnice w składzie frakcji lotnej. Materiał roślinny pochodzący z 
Ogrodu Botanicznego (próbka C) zawierający zarówno łodygi i liście charakteryzuje 
obecność linalinu, antranilanu oraz germakrenu D, których nie zaobserwowano  
w przypadku próbki U. W próbce U (dostępnej komercyjnie) wykryto: kamforę,  
β-bisabolen, τ-muurolen i/lub τ-kadinen oraz tlenek kariofilenu, które nie są obecne  
w próbce C. Analizując piki chromatograficzne dla tych dwóch próbek, różnice są 
zauważalne. Najbardziej intensywny pik dla próbki pochodzącej z Ogrodu Botanicznego 
należy do mieszaniny izomerów m-cymenu i/lub o-cymenu (nr 8) oraz eukaliptolu (nr 10), 
natomiast dla próbki dostępnej komercyjnie dla mieszaniny izomerów karwakrolu i/lub 
tymolu (nr 18). Porównując pik nr 18 dla gatunku T. vulgaris możemy zaobserwować, że 
dla próbki U jest on dwukrotnie wyższy niż w przypadku próbki C. Pomimo opisanych 
różnic ilościowych i jakościowych, obydwie próbki wykazują pewne podobieństwo. 
 Porównanie chromatogramów otrzymanych dla gatunku T. pulegioides subsp. 
pulegioides (próbka F i T) pokazuje, iż różnią się one między sobą składem frakcji lotnej. 
Dla gatunku T. pulegioides subsp. pulegioides użytkowy (próbka F) zidentyfikowano takie 
związki jak: β-pinen, β-bourbon,  τ-muurolen i/lub τ-kadinen i tlenek kariofilenu, których 
nie zaobserwowano dla próbki T (T. pulegioides subsp. pulegioides alpinarium). Jednakże, 
różnice w intensywności pików dla obu badanych próbek nie są tak silnie wyraźne jak  
w poprzednio omawianym przypadku. 
 Dla kolejnych dwóch próbek - gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ (próbka G  
i O), również zaobserwowano różnice w składzie frakcji lotnej. Dla próbki G (liście  
i łodygi) zidentyfikowano 6 dodatkowych związków (3-oktanol, α-terpinen, mieszanina 
izomerów: o-cymen i/lub m-cymen, eukaliptol, 2-izopropylo-5-metyloanizol oraz 
mieszanina izomerów: karwakrol i/lub tymol), których nie zaobserwowano dla próbki  
O (korzeń). Natomiast dla próbki, składającej się z korzenia zidentyfikowano: β-pinen, 
limonen, farnezen, germakren D, germakren D 4-ol i tlenek kariofilenu, których obecności 
nie stwierdzono w próbce składającej się z liści i łodygi. Dla próbki G najbardziej 
intensywny pik zarejestrowano dla mieszaniny izomerów: o-cymen i/lub m-cymen oraz  
τ-terpinenu, natomiast dla próbki O dla kamfenu i β-pinenu. Pomimo oczywistych różnic 
ilościowych i jakościowych (głównie dlatego, że analizowane były różne części rośliny), 
chromatogramy wykazały znaczne podobieństwo. 
 Analizując chromatogramy dla gatunku T. serpyllum (próbki A i P) oraz dla dwóch 
odmian tego gatunku: T. serpyllum albus (próbka B) oraz T. serpyllum aureus (próbka L), 
zaobserwowano różnice w składzie frakcji lotnej. Okazało się, że dwie pierwsze próbki  
(A i P) całkowicie różnią się między sobą. Tylko pięć składników olejków eterycznych jest 
wspólnych dla nich: β-pinen, β-linalol, β-bourbon, kariofilen oraz germakren D. Następnie 
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porównano dwie odmiany tego samego gatunku. W próbce B (T. serpyllum albus) 
zidentyfikowano β-pinen, kamforę, linalin antranilanu, farnezen, germakren D oraz  
τ-elemen, których obecności nie stwierdzono w próbce L (T. serpyllum aureus). Natomiast 
w próbce L wykryto mieszaninę izomerów: o-cymen i/lub p-cymen, karwakrol i/lub tymol 
oraz τ-muurolen i/lub τ-kadinen, których nie zaobserwowano dla próbki B. Dla wszystkich 
czterech próbek stwierdzono różnice ilościowe i jakościowe, co ma wpływ na późniejszą 
klasyfikację chemometryczną tych gatunków i odmian. 
Analiza wszystkich przeanalizowanych próbek pozwoliła stwierdzić,  
iż zidentyfikowano tylko jeden związek wspólny dla wszystkich przebadanych gatunków 
tymianku. Związkiem tym jest β-linalol. Mieszanina izomerów: tymol i/lub karwakrol 
pojawia się tylko w 10 z 20 badanych próbek. Wyniki te są zaskakujące, ponieważ 
głównym składnikiem olejku eterycznego dla tego gatunku jest tymol. 
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Tab.12. Zidentyfikowane związki w poszczególnych gatunkach tymianku wraz z ich charakterystycznymi właściwościami. 
Związek lotny 3-tujen α-pinen kamfen 1-okten-3-ol β-pinen 3-oktanol α-terpinen 
o-cymen i/lub  
m-cymen 
limonen eukaliptol τ-terpinen β-terpineol β-linalol kamfora borneol 
Lp.  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
tR [min]  8,46 8,62 8,90 9,19 9,31 9,41 9,78 9,92 9,95 10,06 10,33 10,52 10,80 11,62 11,90 
Symbol Gatunki Wkład względny [%] 
A T. serpyllum NZ
a
 NZ NZ 1,49 0,47 0,30 NZ NZ NZ NZ NZ NZ 36,39 NZ NZ 
B T. serpyllum albus użytkowy 0,90 9,34 2,18 8,20 11,10 1,31 0,31 NZ NZ 25,2 0,93 2,82 11,93 1,02 0,46 
C T. vulgaris użytkowy 3,79 3,60 4,40 3,15 4,67 1,23 2,81 17,96 NZ 17,9 13,41 2,1 6,02 NZ 2,84 
D T. austriacus arboretum NZ 0,76 0,12 NZ 9,92 0,68 NZ NZ 0,94 13,2 0,17 0,37 2,78 NZ 0,93 
E T. pseudolanuginosus arboretrum NZ 0,34 1,34 3,91 0,63 0,31 NZ NZ NZ NZ 0,14 NZ 65,21 NZ 2,00 
F 
T. pulegioides subsp. pulegioides 
użytkowy 
2,17 1,11 0,72 3,59 2,28 0,30 1,44 18,03 NZ NZ 10,78 1,29 2,70 NZ 1,48 
G T. citrodorus ‘golden dwarf’ ziele 1,96 1,65 1,55 NZ NZ 1,89 2,44 18,25 NZ 2,61 20,56 0,22 1,51 0,80 2,50 
H T. pannonicus alpinarium NZ 1,24 NZ NZ 22,31 NZ 0,16 NZ 2,66 20,9 0,29 1,64 1,03 NZ NZ 
I T. tiflisiensis użytkowy NZ 5,67 0,27 NZ 42,22 NZ NZ NZ 0,90 NZ 0,12 0,48 0,85 NZ 0,16 
J T. degenii śródziemnomorski NZ 0,71 1,20 1,28 0,52 0,23 NZ 0,34 NZ 1,00 0,24 NZ 76,46 NZ 1,45 
K T. alpestris alpinarium 2,46 1,71 2,14 1,82 1,30 0,11 1,44 33,76 NZ NZ 9,15 0,65 0,49 NZ 2,44 
L T. serpyllum aureus arboretum 2,32 1,66 1,40 NZ NZ 1,98 2,53 18,05 NZ 1,12 22,63 0,59 0,99 NZ 2,69 
M T. praecox pygmaeus 0,17 0,41 1,05 NZ 1,90 NZ 0,97 1,25 NZ 0,91 0,86 NZ 3,78 0,37 0,13 
N T. praecox subsp. arcticus alpinarium NZ NZ NZ NZ 0,95 0,13 NZ NZ NZ 0,71 NZ NZ 5,93 NZ NZ 
O T. citrodorus ‘golden dwarf’ korzeń NZ 8,85 19,04 NZ 19,35 NZ NZ NZ 1,75 NZ 0,19 1,14 0,69 7,98 3,24 
P T. serpyllum arboretum 1,21 9,45 19,00 NZ 18,18 NZ 0,12 NZ 1,48 NZ 0,20 0,58 0,38 5,02 2,61 
R T. kosteleckyanus śródziemnomorski NZ 2,56 1,43 NZ 9,33 0,34 NZ NZ 4,18 23,4 0,13 0,57 0,60 NZ 0,67 
S T. marshallianus alpinarium 3,58 1,39 0,24 2,17 4,09 0,33 5,34 21,02 NZ 3,36 26,79 1,12 0,88 NZ NZ 
T 
T. pulegioides subsp. pulegioides 
alpinarium 
2,72 1,36 0,87 2,45 NZ 7,85 2,10 29,59 NZ NZ 16,03 0,87 0,96 NZ 1,02 
U T. vulgaris komercyjny
b
 0,35 0,38 0,22 1,64 0,56 0,26 0,44 6,86 NZ 1,79 2,63 4,31 7,88 0,78 2,01 
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Związek lotny 
2-izopropylo-
5-
metyloanizol 
linalin 
antranilanu 
karwakrol 
i/lub tymol 
β-bourbon kariofilen aromadendren farnezen germakren D β-bisabolen τ-elemen 
 τ-muurolen 
i/lub  
τ-kadinen 
nerolidol 
germakren D 
4-ol 
tlenek 
kariofilenu 
Lp.  16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 
tR [min]  12,40 12,50 13,12 14,28 14,79 15,33 15,49 15,62 15,71 15,82 16,04 16,50 17,23 17,51 
Symbol Gatunki Wkład względny [%] 
A T. serpyllum NZ
a
 40,11 NZ 1,30 2,51 NZ NZ 3,04 1,44 NZ NZ NZ NZ NZ 
B T. serpyllum albus użytkowy NZ 2,52 NZ 1,65 0,83 NZ 0,32 2,18 NZ 0,40 NZ NZ NZ NZ 
C T. vulgaris użytkowy 2,96 1,04 4,08 0,27 1,13 NZ NZ 0,27 NZ NZ NZ NZ NZ NZ 
D T. austriacus arboretum NZ 1,1 1,34 3,65 1,39 NZ NZ 16,64 5,32 NZ 0,36 NZ 0,27 NZ 
E T. pseudolanuginosus arboretrum NZ NZ NZ 0,97 2,72 NZ 0,19 4,29 NZ NZ NZ NZ NZ NZ 
F 
T. pulegioides subsp. pulegioides 
użytkowy 
5,22 NZ 12,60 0,27 3,70 NZ NZ NZ 4,62 NZ 0,32 NZ NZ 0,13 
G T. citrodorus ‘golden dwarf’ ziele 4,86 NZ 5,57 0,18 4,07 0,27 NZ NZ NZ NZ 0,22 NZ NZ NZ 
H T. pannonicus alpinarium NZ NZ NZ 1,20 0,25 2,22 0,49 7,40 NZ NZ 1,66 NZ 1,28 NZ 
I T. tiflisiensis użytkowy NZ NZ NZ 0,64 3,03 NZ NZ 6,59 NZ NZ 0,11 7,56 0,15 0,14 
J T. degenii śródziemnomorski  NZ NZ NZ 0,33 4,99 NZ NZ 0,69 1,12 0,10 NZ 0,22 NZ NZ 
K T. alpestris alpinarium 3,15 NZ 3,00 0,14 1,94 NZ NZ NZ 2,33 0,22 0,21 0,14 NZ 0,13 
L T. serpyllum aureus arboretum 5,46 NZ 8,08 0,22 4,74 NZ NZ NZ NZ NZ 0,11 NZ NZ NZ 
M T. praecox pygmaeus 0,18 NZ NZ 0,18 0,88 NZ NZ 0,33 0,19 NZ 1,28 NZ NZ NZ 
N T. praecox subsp. arcticus alpinarium NZ 56,67 0,13 NZ 0,71 NZ NZ NZ 0,21 NZ 0,35 0,12 NZ NZ 
O T. citrodorus ‘golden dwarf’ korzeń NZ NZ NZ 3,12 3,98 1,18 0,41 6,34 NZ NZ 0,97 NZ 0,76 0,49 
P T. serpyllum arboretum NZ NZ NZ 2,96 3,77 1,18 NZ 5,04 NZ NZ 1,52 NZ 0,58 0,59 
R T. kosteleckyanus śródziemnomorski NZ NZ NZ 4,72 NZ NZ 0,88 8,96 1,44 0,72 NZ 1,57 NZ NZ 
S T. marshallianus alpinarium 6,30 NZ 5,12 0,13 1,12 0,14 NZ 0,47 3,90 0,41 NZ NZ NZ NZ 
T 
T. pulegioides subsp. pulegioides 
alpinarium 
8,46 NZ 6,57 NZ 0,90 NZ NZ NZ 1,31 NZ NZ NZ NZ NZ 
U T. vulgaris komercyjny
b
 1,36 NZ 41,80 0,13 4,99 NZ NZ NZ 0,33 NZ 0,25 NZ NZ 0,23 
a 
NZ - nie znaleziono, 
b 
Komercyjny - dostępny w handlu.
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Analiza chemometryczna 
W kolejnym etapie badań wykonano analizę chemometryczną dla wyników 
otrzymanych dla poszczególnych gatunków tymianku (tab.12.). W pierwszym etapie, przed 
przystąpieniem do właściwej analizy, wykonano metody wstępnego przygotowania danych. 
Chromatogramy reprezentujące chemiczne odciski palców zwykle wymagają usunięcia 
takich komponentów jak tło i szum oraz wyrównania pików przed analizą czynników 
głównych - PCA. W przypadku tych badań zrezygnowano z usunięcia tła i szumu, ze 
względu na dość gładki charakter uzyskanych sygnałów GC-MS. Niemniej jednak, 
zastosowano eliminację tła (za pomocą metody PALS), jednak nie osiągnięto znaczących 
wyników. W celu eliminacji szumu w poszczególnych sygnałach wykorzystano filtry 
Savitsky-Golay’a, ale również i w tym przypadku nie zaobserwowano znaczącej poprawy 
jakości sygnału [325, 326]. Koniecznym okazało się wyrównanie pików. W tym celu 
wykorzystano metodę zoptymalizowanego nakładania sygnałów, która maksymalizuje 
wzajemną korelację sygnałów ( COW). Technika ta została opisana w rozdziale 3.2.2. Tak 
skorygowane sygnały chromatograficzne zostały wykorzystane jako wyjściowe dane do 
analizy PCA. 
 Analiza czynników głównych jest to technika, która umożliwia eksplorację, 
wizualizację i kompresję danych [327]. Dzięki temu możemy konstruować zestaw nowych 
zmiennych nazywanych głównymi składowymi (PCs). PCs są to prostopadłe wektory, 
które są liniowymi kombinacjami oryginalnych zmiennych i stanowią strukturę danych 
poprzez maksymalizację opisu ich wariancji. Model PCA zawiera k głównych składników, 
gdzie k jest wybierane arbitralnie poprzez wizualną ocenę uzyskanych wyników. 
Oryginalna macierz danych X (m x n) rozkłada się zgodnie z następującym równaniem: 
X = TP
T
 + E,               (4) 
gdzie: T (m x k) -  macierz wyników, 
P (n x k) -  macierz wag, 
E (m x n) - macierz reszt,  
P
T
 -  macierz transponowana. 
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Metoda PCA umożliwia projekcję obiektów lub zmiennych na płaszczyznę, którą 
definiują wybrane zestawy czynników głównych [328]. Projekcja próbek na płaszczyznę 
określoną przez wybrane pary czynników głównych umożliwia analizę podobieństwa 
między próbkami. Projekcje parametrów są projekcjami zmiennych na płaszczyznach 
określonych przez PCs i pozwalają na wykrywanie korelacji między zmiennymi. Celem 
przeprowadzonej analizy było znalezienie podobieństw i różnic między 
chromatograficznymi odciskami palców dla lotnej frakcji 20 poszczególnych próbek 
tymianku. 
a) b) 
  
c) d) 
 
 
Rys.27. a) projekcja obiektów PC1-PC2 dla chromatograficznych odcisków palca, b) projekcja 
parametrów na przestrzeń dwóch pierwszych głównych składowych, c) projekcja obiektów PC1-
PC3 dla chromatograficznych odcisków palca, d) projekcja parametrów na przestrzeń pierwszej  
i trzeciej głównej składowej. Symbole gatunków tymianku opisane jak w tabeli 12. 
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Pierwsze trzy główne składowe (PC1, PC2 i PC3) opisują około 53,4% wariancji 
danych. Na płaszczyźnie PC1-PC2 (rys.27a.) 20 badanych gatunków tymianku zostało 
sklasyfikowanych do trzech grup (grupa 1, 2 i 3). Natomiast na płaszczyźnie PC1-PC3 
zaobserwowano tylko dwie niezależne grupy, ponieważ grupa 1 została połączona z grupą 
2 (rys.27c.). Na projekcji parametrów (rys.27b.c.) wykropkowane „wąsy” wskazują te 
związki lotnej frakcji, które różnicują próbki (każda kropka odpowiada poszczególnemu 
czasowi retencji tR). Sześć różnych związków z relatywnie wysoką intensywnością 
uzyskanych pików (odpowiednie czasy retencji tR są przedstawione na rysunku 27.b.d.), 
pozwala na sklasyfikowanie 20 gatunków tymianku na trzy grupy. Sześć opisanych 
związków zostało zaznaczonych owalami na wybranych chromatogramach 
zaprezentowanych na rysunku 28. 
  
 
Rys.28. Chromatogramy otrzymane dla wybranych gatunków tymianku a) gatunek A należący do 
grupy 1, b) gatunek F należący do grupy 2, c) gatunek D należący do grupy 3. Symbole gatunków 
tymianku opisane jak w tabeli 12. 
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Wszystkie gatunki tymianku należące do grupy 1 różnią się od tych należących do 
grupy 2 i 3 intensywnym pikiem przy czasie retencji tR = 10,80 min odpowiadającym 
związkowi β-linalol (który jest nieobecny w dwóch wcześniej wspomnianych grupach) - 
rysunek 28a. Wszystkie gatunki tymianku zaliczone do grupy 2 charakteryzują trzy 
intensywne piki przy czasach retencji tR: 9,92, 10,33 i 13,11 min odpowiadające 
odpowiednio: mieszaninie izomerów m-cymen i/lub o-cymen, τ-terpinenowi i mieszaninie 
izomerów karwakrol i/lub tymol (które są nieobecne w grupie 1 i 3) - rysunek 28b. 
Natomiast w ostatniej, 3 grupie, wszystkie gatunki tymianku charakteryzują dwa 
intensywne piki przy czasach retencji tR: 9,31 i 10,06 min (rys.28c.). Piki te 
zidentyfikowano odpowiednio jako β-pinen i eukaliptol, które są nieobecne w dwóch 
pierwszych grupach. Skumulowany procent opisanej wariancji danych przy kolejnych 
głównych składowych jest przedstawiony na rysunku 29.  
 
Rys.29. Skumulowany procent opisanej wariancji danych przy kolejnych PCs. 
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6. Chemometryczne porównanie zawartości związków fenolowych dla 
sześciu wybranych gatunków tymianku 
W kolejnym etapie badań porównano całkowitą zawartość związków fenolowych  
w sześciu wybranych gatunkach tymianku z zastosowaniem metod chemometrycznych. 
Analizie poddano następujące rośliny: T. vulgaris, T. serpyllum, T. pulegioides,  
T. kosteleckyanus, T. citriodorus ‘golden dwarf’ oraz T. marschallianus. 
Porównanie wybranych gatunków tymianku może być wykonane zarówno dla 
całkowitej zawartości związków fenolowych lub bazując na średnich densytogramach jako 
ich odciskach palca. Z chromatograficznego punktu widzenia ostatnia z wyżej 
wymienionych strategii jest bardziej interesująca, ponieważ pozwala na identyfikację 
obszaru (lub obszarów) w średnim densytogramie, co może być związane z różną 
zawartością związków fenolowych w analizowanych gatunkach tymianku. Z tego powodu 
takie metody jak: ANOVA - połączona z analizą czynników głównych (ANOVA-PCA) 
[329] oraz ANOVA - z jednoczesną analizą czynników (ANOVA-SCA) [330-333] 
charakteryzują się dużą popularnością w ostatnich latach.  
Metoda ANOVA-SCA polega na wyborze modelu zgodnie z planowanym 
eksperymentem, oceniając działanie czynników i ich istotność oraz równocześnie stosując 
takie techniki redukcji wymiarowości jak SCA lub PCA do interpretacji i wizualizacji 
czynnika efektu danych. Dwustopniowy projekt zawierający porównanie sześciu gatunków 
tymianku przedstawia rysunek 30. Trzy partie ekstraktów otrzymane w wyniku ekstrakcji 
ASE uzyskane dla każdego z badanych gatunków analizowano w dwóch powtórzeniach. 
Partie próbki zostały odpowiednio nazwane w celu przypisania ich do gatunku.  
 
Rys.30. Schemat projektu doświadczenia z dwoma czynnikami tj. gatunku tymianku i partii próbki, 
które są przydzielone odpowiednio do gatunku tymianku. Każdy ‘x’ oznacza średni densytogram po 
wstępnym przygotowaniu danych. 
Wstępnie przygotowane średnie densytogramy dla wszystkich gatunków  
są uporządkowane w macierz X o wymiarowości (I x J). Następnie przydzielony model 
ANOVA dla j-tych (j = 1, 2, …, J) punktów pomiarowych dla i-tych (i = 1, 2, …, I) próbek 
na kl poziomach (gdzie k = 1, 2, …, K i l = 1, 2, …, L) dla pierwszego czynnika (gatunku)  
z efektem αk i drugiego czynnika (partie próbki) z efektem βl, xiklj dla macierzy X może być 
opisany w następujący sposób: 
Gatunki tymianku 
Partie próbki 
Powtórzenia pomiarów 
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xiklj = µj + αkj + βl(k)j + εiklj              (5) 
gdzie: µj - jest to wartość średnia, która została wyliczona dla j-tego punktu 
pomiarowego, 
εiklj - określenie błędu. 
Najbardziej interesującym w tym badaniu jest prosty, jednoczynnikowy efekt, który 
wyjaśnia różnice między gatunkami.  
 Wkłady do wariancji wszystkich I próbek opisanych przez J punktów  
pomiarowych mogą być zebrane w odpowiednią macierz efektu o wymiarach I x J, co 
możemy przedstawić jako: 
X = M + Xα + Xβ + Xε                     (6) 
W rzeczywistości rozkład, który opisuje równanie 5, stosuje się do każdego punktu 
pomiarowego, natomiast każda macierz efektu, opisana równaniem 6, zawiera tak wiele 
identycznych wektorów wierszowych, jak wiele jest poziomów w odpowiednim czynniku. 
Średnia macierz X, ma jeden stopień i wszystkie wiersze są identyczne oraz równe ogólnej 
średniej kolumn macierzy X. Po centrowaniu (X-M), elementy wierszy Xα są obliczane 
jako średnie kolumn wyliczanych z K grup. Podobnie elementy przypisanego efektu Xβ,  
są oszacowane po obniżeniu wartości. Przestrzenie kolumn macierzy efektu są prostopadłe 
do siebie, a zatem podział całkowitej sumy kwadratów, SStotal, możemy przedstawić  
w następujący sposób: 
SStotal = SSM + SSα + SSβ + SSε              (7) 
Testowanie istotności indywidualnych efektów jest wykonane za pomocą permutacji 
reszt na podstawie zredukowanego modelu jako najlepsza strategia przy założeniu, że błędy 
są zazwyczaj nie rozproszone [334]. Gdy suma kwadratów dla danych eksperymentalnych 
jest niższa od sumy kwadratów dla danych po permutacji, dla większości przypadków, 
hipoteza zerowa dla badanego efektu jest następnie akceptowana, ponieważ nie ma 
istotnych różnic między średnią grupą. Poziom istotności (wartość P) oblicza się jako 
liczbę permutacji, w których suma kwadratów jest większa niż rzeczywiste wartości 
eksperymentalne sum kwadratów.   
Ostatnim krokiem metody ANOVA-SCA jest wizualizacja i interpretacja zależności 
wśród mierzonych punktów za pomocą techniki redukcji wymiarowości, takiej jak SCA dla 
każdej macierzy efektu. Podmodel SCA dla pierwszej macierzy efektu, która wyjaśnia 
różnice między sześcioma gatunkami, możemy określić w następujący sposób:  
Xα = TαPα
T
 + Eα                (8) 
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Dzięki SCA, pierwsza macierz efektu, jest rozłożona na dwie macierze: macierz 
wyników Tα o wymiarach I x f, która jest związana z projekcją próbek na przestrzeń objętą 
przez f składowych oraz macierz wag Pα, która jest związana z projekcją parametrów na 
przestrzeń opisaną przez f składowych. Nowe f komponenty są liniową kombinacją  
oryginalnych zmiennych i są otrzymane przez maksymalizację wariancji dla 
przewidywanych danych. Macierz Eα zawiera część wariancji, która nie jest wyjaśniona 
przez podmodel. Stopień macierzy Xα jest równy liczbie poziomów minus jeden (K-1)  
i w związku z tym sugeruje wiele ukrytych składników tego podmodelu. 
Porównanie sześciu gatunków tymianku zostało wykonane przy pomocy średnich 
densytogramów (chromatograficznych odcisków palców). W tym celu została wykonana 
eliminacja tła, a następnie korekcja linii podstawowej z zastosowaniem metody PALS dla 
średnich densytogramów, które otrzymano w zoptymalizowanych wcześniej warunkach dla 
ekstrakcji ASE. Parametr kary został wybrany jako 10000. Łącznie 36 średnich 
densytogramów (przedstawionych na rysunku 31a) otrzymano zgodnie z planem 
eksperymentu opisanego równaniem 5 i przedstawionego schematycznie na rysunku 30. 
 
Rys.31. Porównanie sześciu gatunków tymianku: a) wszystkie 36 oryginalne średnie densytogramy, 
b) wszystkie densytogramy po korekcji linii podstawowej i nałożeniu. Histogramy zbudowane  
z 50 000 permutacji dla c) efektu ‘gatunek tymianku’, d) efektu ‘partii próbki w obrębie gatunku 
tymianku’. 
SS gatunek tymianku SS partia próbki w obrębie gatunku 
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Po korekcji linii podstawowej, piki densytogramów, które są przedstawione na 
rysunku 31a, są przesunięte wzdłuż osi odległości, dlatego musimy zastosować korekcję 
pików przed dalszą analizą. Nakładanie sygnałów przeprowadzono za pomocą algorytmu 
COW (opisanego w rozdziale 3.2.2). Target stanowił średni densytogram posiadający 
największą średnią wartość współczynnika korelacji. Następnie pozostałe sygnały zostały 
nałożone z zastosowaniem metody COW przy użyciu parametru elastyczności równego 
dwa, a każda sekcja zawierała dziesięć punktów pomiarowych. Końcowe nałożone średnie 
densytogramy przedstawiono na rysunku 31b. 
Dwustopniowy dopasowany projekt ANOVA został użyty do testowania wpływu 
różnego rodzaju gatunków tymianku (K = 6) oraz różnych jego partii. Istotność tych 
efektów określono z wykorzystaniem permutacji. Głównym założeniem permutacji jest 
porównanie rzeczywistej sumy kwadratów dla efektu z podzieloną sumą kwadratów, które 
są otrzymywane z permutowanych danych. Hipoteza zerowa definiowana jako ta, dla której 
badany czynnik nie ma efektu, jest akceptowana kiedy suma kwadratów dla rzeczywistych 
danych jest mniejsza niż suma kwadratów dla permutacyjnych danych. Dlatego też, nie ma 
istotnych różnic pomiędzy oryginalnymi średnimi grup, które są zdefiniowane w celu 
zbadania efektu, a średnie są obliczane po randomizacji próbek tych grup. Wartość P jest 
obliczana jako iloraz liczby przypadków, w których suma kwadratów dla danych 
permutacyjnych jest większa niż suma kwadratów dla oryginalnych danych do całkowitej 
liczby permutacji. Dwa histogramy, które zostały skonstruowane dla 50000 permutacji dla 
badanych efektów przedstawia rysunek 31 c i d. Obie hipotezy zerowe są zdefiniowane 
jako te, w których nie występują istotne różnice między gatunkami tymianku oraz między 
partiami próbek w obrębie gatunku. Rzeczywiste sumy kwadratów dla obu histogramów są 
większe niż sumy kwadratów dla danych po permutacji, co wskazuję, że hipotezy zerowe 
należy odrzucić. Inaczej mówiąc, oba efekty są istotne przy wartości P równej 1/50000. 
Oznacza to, że zawartość związków fenolowych różni się pomiędzy sobą dla różnych 
gatunków tymianku. Ponadto, interesujące jest zbadanie różnic/podobieństw pomiędzy 
poszczególnymi gatunkami, co opisuje równanie 8, za pomocą SCA macierzy efektu Xα. 
Ponieważ zarówno analiza jakościowa, jak i ilościowa nie została przeprowadzona  
z powodu słabego rozdziału chromatograficznego w densytogramach, interpretacja za 
pomocą określonego składu związków fenolowych nie jest możliwa. Oznaczenie 
poszczególnego składu związków fenolowych, które znajdują się w określonym miejscu na 
płytce (tzw. plamki) wymaga dodatkowej analizy jakościowej. 
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Rys.32. Jednoczesna analiza czynników - podmodel efektu ‘gatunek tymianku: a) projekcja 
gatunków na powierzchnię opisaną przez pierwszy i drugi składnik, oraz b) projekcja średniej 
intensywności punktów pomiarowych dla pierwszego i drugiego składnika. 
Projekcja gatunków w przestrzeni, która została opisana przez pierwsze dwa 
czynniki i odpowiednie względne wkłady parametrów jest przedstawiona na rysunku  
32 a i b. Dwa składniki SCA tego podmodelu opisują 70,52% całkowitej wariancji modelu. 
Po pierwsze zaobserwowano, że zawartość związków fenolowych w czterech gatunkach, tj. 
T. pulegioides, T. kosteleckyanus, T citriodorus oraz T. marschallianus, różni się od 
pozostałych dwóch: T. vulgaris i T. serpyllum. Konkretnie, różnice te są związane  
z różnicami w stężeniu związków fenolowych, które znajdują się w odległości 60-70 mm 
od punktu początkowego densytogramu. Po drugie stwierdzono, iż różnice występują 
przede wszystkim między gatunkiem T. vulgaris, a pozostałymi badanymi roślinami.  
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7. Porównanie składu chemicznego ekstraktów dla wybranych 
gatunków tymianku 
7.1. Chromatografia cienkowarstwowa 
Analizę techniką TLC wykonano przy użyciu komór chromatograficznych 
poziomych typu „sandwich”. W celu rozdziału związków wykorzystano szklane płytki 
chromatograficzne pokryte żelem krzemionkowym Si 60 F254 (10 cm  20 cm). Przed 
rozpoczęciem analizy płytki chromatograficzne aktywowano w temperaturze 110oC przez 
15 minut. Uzyskane ekstrakty nanoszono na płytki punktowo w objętości 10 µL. Ekstrakty 
każdorazowo rozwijano w poziomych komorach, które uprzednio wysycano przez 15 minut 
porcjami fazy ruchomej. Jako fazę ruchomą użyto mieszaninę octanu etylu, kwasu 
mrówkowego, kwasu octowego i wody w stosunku objętościowym 100:11:11:13. 
Chromatogramy rozwijano na odległość 15 cm, a następnie suszono w standardowych 
warunkach przez 2 godziny. Po wysuszeniu płytki wywoływano przy użyciu substancji 
wywołującej, którą był 10% metanolowy roztwór kwasu siarkowego(VI), a następnie 
wygrzewano je w temperaturze 110
o
C przez 20 minut. Tak uzyskane chromatogramy 
skanowano wykorzystując zjawisko fluorescencji, przy użyciu densytometru 
skaningowego. 
Analizując densytogramy analizy chromatograficznej ekstraktów związków 
fenolowych można stwierdzić, że wszystkie badane gatunki tymianku różnią się między 
sobą zarówno ilością, jak i intensywnością uzyskanych pików chromatograficznych.  
W pracy przedstawiono chromatogramy dla sześciu gatunków najbardziej różniących się 
między sobą zawartością związków fenolowych. 
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Rys.33. Densytogramy analizy chromatograficznej ekstraktów otrzymane dla gatunków:  
a) T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele b) T. pannnonicus alpinarium c) T. pulegioides subsp. 
pulegioides alpinarium d) T. tiflisiensis użytkowy e) T. pseudolanuginosus arboretum f) T. praecox 
subsp. arcticus alpinarium przy długości fali 380 nm. 
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Dla gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele zaobserwowano pięć pików 
chromatograficznych. Wśród nich największą intensywnością charakteryzuje  się pik  
o współczynniku retardacji RF = 0,47. Gatunek T. pannnonicus alpinarium charakteryzuje 
się szeregiem pików chromatograficznych o niskiej intensywności. Dla piku  
o współczynniku retardacji RF = 0,87 zaobserwowano największą intensywność. Dla 
gatunku T. pulegioides subsp. pulegioides alpinarium zauważono dwa piki 
chromatograficzne charakteryzujące się zbliżoną, dużą intensywnością o współczynnikach 
retardacji wynoszących odpowiednnio RF1 = 0,48 oraz RF2 = 0,93. Dodatkowo zauważono 
trzy piki o mniejszej intensywnośći. Gatunek T. tiflisiensis użytkowy również 
charakteryzuje się dwoma pikami chromatograficznymi o zbliżonej, dużej intensywności  
o współczynnikach retardacji wynoszących odpowiednnio RF1 = 0,48 oraz RF2 = 0,93. 
Jednak w przeciwieństwie do gatunku T. pulegioides subsp. pulegioides alpinarium 
zaobserwowano aż sześć dodatkowych pików o mniejszej intensywności. Dla gatunku  
T. pseudolanuginosus arboretum stwierdzono, iż najintensywniejszy pik chromatograficzny 
charakteryzuję się współczynnikiem retardacji RF = 0,93. Można również zaobserwować 
dwa piki o średniej intensywności o współczynnikach retardacji  wynoszących 
odpowiednnio RF1 = 0,40 oraz RF2 = 0,53. Dodatkowo zauważono cztery piki o mniejszej 
intensywności. Wszytkie piki chromatgoraficzne zaobsewowane dla gatunku T. praecox 
subsp. arcticus alpinarium charakteryzują się najmniejszą intensywnością spośród 
omawianych gatunków tymianku. Możemy zauważyć dwa piki o zbliżonej intensywności  
o współczynnikach retardacji wynoszących odpowiednnio RF1 = 0,50 oraz RF2 = 0,93. 
Dodatkowo zaobserwowano cztery piki o niskiej intensywności.  
 Porównując otrzymane chromatogramy wybranych sześciu gatunków tymianku 
stwierdzono, że uzyskane fingerprinty umożliwiły znalezienie różnic między nimi. Analiza 
ta wykazała, że dla gatunku T. pannnonicus alpinarium zaobserwowano najwięcej pików 
chromatograficznych, natomiast dla gatunku T. praecox subsp. arcticus alpinarium 
najmniej. 
7.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa 
Kolejnym etapem wykonanych badań było przeprowadzenie analizy techniką HPLC  
dla uzyskanych odpowiednio ekstraktów wybranych gatunków tymianku. Analizę 
ekstraktów różnych gatunków tymianku przeprowadzono przy użyciu chromatografu 
cieczowego 920-LC firmy Varian wyposażonego w automatyczny dozownik, pompę 
gradientową, detektor DAD oraz detektor ELSD. Poniżej przedstawiono warunki 
prowadzonej analizy: 
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 faza stacjonarna: kolumna RP-18 (5 µm, 250 x 4.6 mm), 
 faza ruchoma: metanol + woda z dodatkiem 1% lodowatego kwasu octowego (v/v), 
 rodzaj elucji: elucja gradientowa, 
 przepływ fazy ruchomej: 0,5 mL/min, 
 objętość próbki: 10 µL, 
 czas analizy: 55 minut. 
 
Rys.34. Profil gradientu zastosowany w analizie chromatograficznej. 
 
Poniżej przedstawiono przykładowe chromatogramy związków fenolowych dla 
trzech gatunków tymianku, uzyskane przy pomocy detektora DAD (λ = 254 nm oraz  
λ = 280 nm) i ELSD techniką HPLC. Wynikiem tej analizy są przedstawione poniżej 
chromatogramy (rys.35-37.). 
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Rys.35.Chromatogramy związków fenolowych otrzymane dla gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele 
przy pomocy: a) detektora DAD, długość fali 254 nm  b) detektora DAD, długość fali 280 nm c) detektora 
ELSD. 
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Rys.36.Chromatogramy związków fenolowych otrzymane dla gatunku T. marschallianus alpinarium przy 
pomocy: a) detektora DAD, długość fali 254 nm b) detektora DAD, długość fali 280 nm c) detektora 
ELSD. 
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Rys.37.Chromatogramy związków fenolowych otrzymane dla gatunku T. serpyllum 'aureus ' arboretum 
przy pomocy: a) detektora DAD, długość fali 254 nm b) detektora DAD, długość fali 280 nm c) detektora 
ELSD. 
 
Porównując chromatogramy uzyskane przy użyciu detektora DAD przy dwóch 
długościach fali λ = 254 nm oraz λ = 280 nm oraz detektora ELSD stwierdzono, iż  ilość 
rozdzielonych pików jest zbliżona dla obydwóch detektorów. Zaobserwowao również, że  
w niektórych przypadkach intensywność pojedynczych pików jest poza skalą. Jest  
to spowodowane zbyt dużym stężeniem substancji w próbce. Problem ten można rozwiązać 
na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest rozcieńczenie, a drugim zmniejszenie objętości 
aplikowanej próbki. Wykonywana analiza była analizą porównawczą, dlatego zastosowana 
procedura była w każdym przypadku taka sama (ilość nastrzykiwanej próbki czy jej 
objętość). Dlatego skorygowanie problemu związanego z intensywnością pików było 
niemożliwe. W pracy przedstawiono chromatogramy dla trzech najbardziej różniących się 
między sobą zawartością związków fenolowych gatunków.  
\ 
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Analizując chromatogramy dla gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele uzyskane 
przy użyciu detektora DAD przy długości fali λ = 254 nm oraz λ = 280 nm, 
zaobserwowano szereg charakterystycnych pików o niskiej intensywności przy czasach 
retencji w zakresie od 17 do 28 min. Intensywność pików uzyskana przy obu długościach 
fali jest zbliżona. Analizując chromatogram uzyskany przy użyciu detektora ELSD 
zauważono pięć dobrze rozdzielonych pików. Pik zarejestrowany przy czasie retencji  
tR  7 min charakteryzuje się największą intensywnością. 
Porównując chromatogramy dla gatunku T. marschallianus alpinarium przy 
zastosowaniu detektora DAD zarówno przy długości fali λ = 254 nm, jak i λ = 280 nm 
zobserwowano szereg charkterystycznych pików chromatograficznych przy czasach 
retencji w zakresie od 21 do 25 min. Intensywność uzyskanych pików jest większa dla 
chromatogramów uzyskanych przy długości fali λ = 254 nm. Również dla detektora ELSD 
uzyskano szereg pików chromatograficznych w tm zakresie czasu retencji. Dodatkowo 
zauważono trzy piki przy czasach retencji tR  2 min, tR  6 min oraz tR  7 min. Pik 
zarejestrowany przy czasie retencji tR  7 min charakteryzuje się największą 
intensywnością. 
Analizując chromatogramy dla gatunku T. serpyllum 'aureus' arboretum przy 
zastosowaniu detektora DAD zarówno przy długości fali λ = 254 nm, jak i λ = 280 nm 
zobserwowano aż dziewięć pików chromatograficznych przy czasach retencji w zakresie od 
15 do 28 min. Intensywność uzyskanych pików jest większa dla chromatogramów 
uzyskanych przy długości fali λ = 280 nm. Analizując chromatogramy uzyskane dla 
detektora ELSD zaobserwowano dwanaście pików chromatograficznych. 
Analiza porównawcza fingerprintów trzech wybranych gatunków tymianku przy 
pomocy techniki HPLC umożliwiła znalezienie różnic między nimi. Analiza ta wykazała, 
iż najbogatszym w związki gatunkiem jest gatunek T. serpyllum 'aureus' arboretum. 
Dodatkowo detektor ELSD pozwolił na zarejestrowanie trzech pików (przy czasach retencji 
tR  2 min, tR  6 min oraz tR  7 min), których nie zaobserwowano przy zastosowaniu 
detektora DAD przy dwóch długościach fali, λ = 254 nm oraz λ = 280 nm. 
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8. Analiza właściwości przeciwbakteryjnych dla wybranych gatunków 
tymianku 
W pierwszym etapie analizy odpowiednio przygotowano uzyskane w optymalnym 
warunkach ekstrakcji ASE próbki wybranych gatunków tymianku. W tym celu ekstrakty 
przesączono przez AnotopTM 25 Plus (0,02 µm). Następnie próbki nanoszono punktowo za 
pomocą szklanej kapilary w objętości 10 µL. W doświadczeniu wykorzystano szklane 
płytki chromatograficzne pokryte żelem krzemionkowym Si 60 F254 (10 cm x 20 cm).  
W przedstawionych badaniach celowo uniknięto przeprowadzenia analizy TLC  
i zastosowano test dot blot. Zdecydowano tak, ponieważ: 
 żel krzemionkowy jest aktywnym adsorbentem chromatograficznym, który posiada 
słabe kationowe właściwości, co w trakcie długotrwałej procedury 
chromatograficznej może negatywnie wpływać na składniki ekstraktu roślinnego, 
obniżając jego właściwości przeciwbakteryjne, 
 roślinne produkty lecznicze są dobrze znane ze względu na ich synergistyczne 
działanie, co oznacza, że izolowanie składników lub ich części może spowodować, 
iż będą wykazywać słabsze właściwości przeciwbakteryjne niż naturalna ich 
kombinacja.  
W kolejnym etapie została przygotowana zawiesina bakteryjna. Proces ten możemy 
podzielić na dwa etapy: 
1. preinkubacja - do przeprowadzonych badań użyto kolonii bakteryjnej pobranej  
z kultury Bacillus subtilis. Bakteria ta wytwarza endospory, dlatego konieczna była 
wstępna inkubacja bakterii przez 20 godzin w temperaturze 37oC w celu otrzymania 
odpowiedniego ich miana. Następnie przez 1 godzinę w tej temperaturze 
przeprowadzono kolejną preinkubację w celu aktywacji.  
2. inkubacja - uzyskaną z preinkubacji zawiesinę bakteryjną rozcieńczono bulionem 
Mueller - Hinton (pH = 7,2 ± 0,2) w stosunku 1 : 20 i inkubowano przez 1 godzinę 
w temperaturze 37
oC. Następnie odpowiednią objętość tak rozcieńczonej zawiesiny 
(5 mL) dodano do 100 mL bulionu Mueller’a - Hinton’a i umieszczono na 
mieszadle magnetycznym w temperaturze 37
oC na 6 godzin. Bulion został 
dodatkowo zagęszczony agarozą (0,05%). 
Następnie płytki TLC zanurzano przez 8 sekund w zawiesinie bakteryjnej za pomocą 
TLC Immersion Device i inkubowano w temperaturze 37
o
C przez 17 godzin w komorze  
w wilgotnej atmosferze. Po etapie inkubacji płytki TLC spryskano 0,2% wodnym 
roztworem barwnika tetrazoliowego MTT i inkubowano w temperaturze 37
o
C przez 30 
minut. Po wysuszeniu w temperaturze pokojowej zaobserwowano kremowo-białe strefy 
zahamowania wzrostu bakterii na fioletowym tle, które następnie sfotografowano za 
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pomocą kamery cyfrowej Repostar oraz zmierzono za pomocą planimetru biegunowego 
uzyskując strefy zahamowania wzrostu bakterii w cm2. 
 W wyniku przeprowadzenia testu dot blot w połączeniu z bioautografią 
bezpośrednią stwierdzono, iż wszystkie osiemnaście przebadanych ekstraktów tymianku 
otrzymanych w wyniku ekstrakcji ASE w optymalnych warunkach (130
o
C; metanol-woda, 
27:73, v/v) wykazuje właściwości przeciwbakteryjne. Dokładne wartości stref 
zahamowania wzrostu bakterii przedstawia tabela 13. 
Tab.13. Nazwy wszystkich przebadanych gatunków wraz z ich miejscem hodowli w Ogrodzie 
Botanicznym oraz z odpowiednimi wartościami stref zahamowania wzrostu bakterii. 
Lp. Nazwa gatunku 
Miejsce hodowli w 
Ogrodzie Botanicznym 
Strefa zahamowania 
[cm
2] ± SD 
1 T. vulgaris użytkowy 0,35 (± 0,03) 
2 T. serpyllum arboretum 0,88 (± 0,11) 
3 T. pulegioides subsp. pulegioides alpinarium 0,43 (± 0,02) 
4 T. kosteleckyanus śródziemnomorski 1,05 (± 0,11) 
5 T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele systematyka 1,44 (± 0,07) 
6 T. marschallianus alpinarium 1,30 (± 0,07) 
7 T. degenii śródziemnomorski 0,38 (± 0,06) 
8 T. pseudolanuginosus arboretum 0,99 (± 0,04) 
9 T. pannnonicus alpinarium 0,79 (± 0,03) 
10 T. austriacus arboretum 0,89 (± 0,01) 
11 T. praecox ‘pygmaeus’ alpinarium 0,96 (± 0,02) 
12 T. tiflisiensis użytkowy 0,99 (± 0,06) 
13 T.  pulegioides subsp. pulegioides użytkowy 0,60 (± 0,02) 
14 T. citriodorus ‘golden dwarf’ korzeń systematyka 0,78 (± 0,06) 
15 T. serpyllum ‘aureus’ arboretum 0,82 (± 0,01) 
16 T. serpyllum ‘albus’ użytkowy 0,85 (± 0,03) 
17 T. serpyllum systematyka 0,84 (± 0,02) 
18 T. praecox subsp. arcticus alpinarium 0,87 (± 0,05) 
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Analizując dane przedstawione w tabeli 13 zaobserwowano, że średnie 
powierzchnie stref zahamowania wzrostu bakterii (dla trzech powtórzeń) mieszczą się  
w zakresie od 0,35 do 1,44 cm
2. Gatunki, które wykazały największe właściwości 
przeciwbakteryjne to T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele - 1,44 cm2 (próbka nr 5) oraz  
T. marschallianus - 1,3 cm
2
 (próbka nr 6), natomiast najmniejsze wartości wykazały 
gatunki T. vulgaris - 0,35 cm
2
 (próbka nr 1) oraz T. degenii - 0,38 cm2 (próbka nr 7).  
Na rysunku 38 przedstawiono graficzne porównanie właściwości przeciwbakteryjnych dla 
wszystkich przebadanych gatunków tymianku. Jako jednostkę zastosowano procenty, przy 
czym wszystkie wartości zostały przeliczone względem gatunku o największych 
właściwościach (T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele), dla którego wartość wynosiła 100%. 
Natomiast na rysunku 39 zamieszczono zdjęcia przedstawiające wyniki analizy 
bioautografii bezpośredniej dla gatunków o największych, średnich i najmniejszych 
właściwościach przeciwbakteryjnych. 
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Rys.38. Graficzne porównanie właściwości przeciwbakteryjnych dla wszystkich przebadanych 
gatunków tymianku, przeliczone względem gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele, dla którego 
wartość wynosiła 100%. 
114 
 
 
 
Rys.39. Zdjęcie płytki chromatograficznej przedstawiające wyniki testu dot blot połączonego  
z bioautografią bezpośrednią dla gatunków o najniższych (T. vulgaris - 1 i T. degenii - 2), średnich  
(T. serpyllum ‘albus’ - 3 i T. praecox subsp. arcticus - 4) oraz największych właściwościach 
przeciwbakteryjnych (T. marschallianus - 5 i T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele - 6). 
Badając dane literaturowe stwierdzono, iż do tej pory nie została przeprowadzona 
analiza właściwości przeciwbakteryjnych przy pomocy testu dot blot połączonego  
z bioautografią bezpośrednią dla wybranych gatunków tymianku. Ponadto nie są dostępne 
materiały dotyczące właściwości przeciwbakteryjnych frakcji polarnej ekstraktów 
otrzymanych dla gatunków T. citriodorus and T. marschallianus, dla których w badaniach 
uzyskaliśmy najlepsze rezultaty. W związku z tym porównanie naszych wyników  
z wynikami literaturowymi nie jest możliwe. Jak już wspomniano, gatunki T. vulgaris   
i T. degenii wykazały najsłabsze właściwości przeciwbakteryjne. W literaturze możemy 
znaleźć informację dotyczące gatunku T. vulgaris (tymianek pospolity), czego można się 
było spodziewać, gdyż jest to najpopularniejszy przedstawiciel tego rodzaju roślin. Badania 
przeprowadzono zarówno dla frakcji lotnej [335], jak i nielotnej - fenolowa frakcja [336]. 
Natomiast dla drugiego gatunku - T. degenii nie odnaleziono w literaturze żadnych 
informacji, co może świadczyć o jego niskiej aktywności biologicznej. 
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9. Analiza właściwości antyoksydacyjnych dla wybranych gatunków 
tymianku  
W celu określenia właściwości przeciwutleniających dla ekstraktów poszczególnych 
gatunków tymianku otrzymanych w wyniku ekstrakcji ASE w optymalnych warunkach 
(temperatura 130
o
C, rozpuszczalnik metanol : woda, 27:73 (v/v)), jako źródło wolnych 
rodników zastosowano:  
 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl, DPPH, 
 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian), ABTS. 
Do analizy wykorzystano trzy metody analityczne: 
 test dot blot, 
 spektroskopię elektronowego rezonansu (EPR), 
 spektrofotometrię UV-Vis. 
W pierwszym etapie przed wykonaniem każdej analizy ekstrakty przesączono przez 
Anotop
TM
 25 Plus (0,02 µm). Następnie poddano je dalszej analizie. 
9.1. Test dot blot z zastosowaniem odczynnika DPPH 
W teście dot blot próbkę ekstraktu nanoszono punktowo w ilości 1 µL szklaną 
kapilarą na płytkę chromatograficzną. W doświadczeniu wykorzystano szklane płytki 
chromatograficze pokryte mikrokrystaliczną celulozą, 20 cm x 20 cm. Odległość pomiędzy 
poszczególnymi naniesionymi ekstraktami wynosiła 2,5 cm. Po wysuszeniu płytki 
wywoływano, spryskując je 0,3% (w/v) metanolowym roztworem DPPH. Spryskane płytki 
pozostawiono przez 30 minut w ciemnym miejscu w celu ustalenia się stanu równowagi 
reakcji zachodzącej między związkami wykazującymi właściwości antyoksydacyjne  
a DPPH. W wyniku tego procesu zaobserwowano zmianę koloru z purpurowego na żółty 
dla związków wykazujących właściwości przeciwutleniające. Następnie płytki skanowano 
przy użyciu densytometru skaningowego. Pomiar wykonano mierząc absorbancję przy 
długości fali 545 nm. Jako substancję wzorcową wykorzystano kwas galusowy. W celu 
sporządzenia krzywej wzorcowej przygotowano odpowiednie wodne roztwory substancji 
wzorcowej, które nanoszono w porcjach od 0,1 x 10-3 do 0,8 x 10-3 mg/plamkę o interwale 
0,1 x 10
-3
 mg/plamkę. Następnie płytki wywoływano spryskując je 0,3% (w/v) 
metanolowym roztworem DPPH. W wyniku przeprowadzonej analizy sporządzono krzywą 
kalibracyjną, którą opisuje poniższe równanie: 
y = 281310 x + 121,29              (8) 
o współczynniku korelacji r2 = 0,9926 (rys.40.). Równanie to opisuje zależność pomiędzy 
wysokością sygnału - y [mAV], a ilością kwasu galusowego x [mg]. Równanie to 
pozwoliło ocenić zdolności antyoksydacyjne poszczególnych gatunków tymianku  
z zawartością kwasu galusowego, jako antyoksydanta. Każdy pomiar przeprowadzono  
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w trzech powtórzeniach, a do dalszych porównań i dyskusji użyto średnią arytmetyczną 
otrzymanych wartości. Wyniki przeliczano na ekwiwalent kwasu galusowego, mg na  
1 g suchej masy ziół i przedstawiono wraz z pozostałymi wynikami analiz w tabeli 14. 
y = 281310x + 121,29
R² = 0,9926
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Rys.40. Krzywa kalibracyjna substancji wzorcowej (kwasu galusowego) wykorzystana w teście dot 
blot. 
W wyniku przeprowadzenia analizy przy pomocy testu dot blot stwierdzono,  
iż wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują właściwości przeciwutleniające.  
Na rysunku 41 przedstawiono przykład płytki chromatograficznej uzyskanej po 
zakończeniu testu dot blot. Analizując wyniki z tabeli 14 stwierdzono, że wartości 
zdolności antyoksydacyjnych przeliczone na zawartość kwasu galusowego mieszczą się  
w przedziale od 11,94 do 60,16 mg KG/1 g suchej masy ziołowej. Największą aktywność 
przeciwutleniającą zaobserwowano dla gatunków T. serpyllum ‘albus’ oraz T. serpyllum 
‘aureus’ (odpowiednio 60,16 i 49,64 mg KG/1 g suchej masy ziołowej), natomiast 
najniższą dla T. praecox ‘pygmaeus’ oraz T. citriodorus “golden dwarf” korzeń 
(odpowiednio 20,70 i 11,94 mg KG/1 g suchej masy ziołowej).  
W literaturze można znaleźć materiały dotyczące analizy jakościowej, jednak nie 
znaleziono materiałów dotyczących analizy ilościowej zdolności antyoksydacyjnych dla 
wybranych gatunków tymianku przy użyciu testu dot blot w połączeniu z odczynnikiem 
DPPH. Porównanie uzyskanych wyników z danymi literaturowymi było więc niemożliwe 
[337]. 
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Rys.41. Płytka chromatograficzna przedstawiająca wyniki analizy przy pomocy testu dot blot  
z zastosowaniem DPPH jako źródła wolnych rodników. 
 
9.2. Spektroskopia elektronowego rezonansu (EPR)  
z zastosowaniem odczynnika DPPH 
Badania EPR prowadzono według opisanej poniżej procedury. Pomiary 
spektroskopowe przeprowadzono przy użyciu spektrometru Bruker EMX EPR pracującego 
na wstędze mikrofalowej X (9,7 GHz). Widma EPR zostały zarejestrowane dla każdej 
próbki w typowych warunkach prowadzenia analizy: 
 centralne pole - 3480 G, 
 modulacja amplitudy - 2,0 G, 
 stała czasowa - 40,96, 
 moc pola mikrofalowego - 20,12 mW. 
Próbkę przenoszono do kapilary o średnicy wewnętrznej 0,8 mm na głębokość 35 mm. 
Następnie kapilarę umieszczono w tubie EPR o średnicy 5 mm znajdującej się  
w podwójnym wzmacniaczu na tej samej głębokości. Użyta została zmienna jednostka 
temperatury (BVT 3000) w celu utrzymania stałej temperatury 297 ± 0,5 K podczas 
pomiarów. Jako substancję wzorcową wykorzystano pochodną witaminy E, trolox. 
 
 
 
118 
 
 
Równanie regresji liniowej zależności między procentem inhibicji intensywności 
sygnału EPR a liczbą moli troloksu wynosiło: 
y = 987,60 x + 16,36 (r
2
 = 0,98)               (9) 
gdzie: y - procent inhibicji [%], 
x - objętość próbki [mL]. 
 
 
Rys.42. Krzywa wzorcowa: zależność procentu osłabienia intensywności sygnału EPR rodnika 
DPPH od ilości troloxu [338]. 
 Równanie to zostało wykorzystane do obliczenia aktywności przeciwutleniającej 
badanych próbek i przedstawionych jako µmol troloksu/100 mL poszczególnych wyciągów 
tymianku. 
 Intensywność widma EPR zmniejsza się wraz ze wzrostem stężenia troloksu, co 
powoduje zwiększenie procentu inhibicji (I,%). Procent inhibicji widma EPR obliczono za 
pomocą następującego równania: 
I, % = [(I0 - I)/I0] × 100             (10) 
gdzie: I0 - zintegrowana powierzchnia pod widmem EPR z DPPH (próba kontrolna), 
I - zintegrowana powierzchnia pod widmem EPR z DPPH oraz ekstraktu tymianku.  
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Stosowana mieszanina reakcyjna zawierała 1 mL 200 µmol/dm3 etanolowego 
roztworu DPPH z 0,001 do 0,052 mL ekstraktu tymianku, w zależności od wykazywanych 
przez poszczególne gatunki właściwości antyoksydacyjnych. Dla wszystkich badanych 
próbek określono równania regresji liniowej zależności pomiędzy procentem inhibicji  
(I, %) intensywności sygnału EPR a objętością próbki badanego ekstraktu tymianku (V). 
Na podstawie tego równania obliczono procent inhibicji odpowiadający 100 mL 
odpowiedniego ekstraktu.  
Następnie z krzywej standardowej otrzymanej dla troloksu otrzymano wyniki 
aktywności przeciwutleniającej w µmol troloksu/100 mL ekstraktu z tymianku,  
a w końcowym etapie przeliczono jako ekwiwalent mg troloksu (TEAC)/1 g suchej masy 
ziół. Dane przedstawione w niniejszym opracowaniu są uśrednionymi wynikami z trzech 
niezależnych pomiarów. 
 
Rys.43. Schemat przedstawiający przykładowe widma EPR dla gatunku a) o najniższych wartości 
oraz b) o najwyższych wartościach TEAC. 
Spadek intensywności sygnału EPR próbki DPPH po dodaniu odpowiedniego 
ekstraktu tymianku wykazującego właściwości przeciwutleniające jest przedstawiony na 
rysunku 43. Wraz ze wzrostem objętości dodanej próbki intensywność sygnału maleje. Dla 
każdej próbki tymianku zanotowano różne widma EPR, w zależności od ilości dodawanej 
próbki do roztworu DPPH.  
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W wyniku przeprowadzonej analizy EPR z odczynnikiem DPPH stwierdzono,  
że wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazały właściwości przeciwutleniające. 
Wartości TEAC otrzymane w wyniku analizy mieszczą się w zakresie od 33,61 do 137,53 
mg troloksu/1 g suchej masy ziół (tab.14.). Największe wartości TEAC, czyli największe 
zdolności antyoksydacyjne zaobserwowano dla gatunków T. serpyllum ‘albus’  
i T. serpyllum ‘aureus’ (odpowiednio 137,53 i 133,38 mg troloksu/1 g suchej masy ziół), 
natomiast najmniejsze dla gatunku T. citriodorus ‘golden dwarf’ – 33,61 mg troloksu/1 g 
suchej masy ziół. Porównanie danych doświadczalnych z danymi literaturowymi nie jest 
możliwe, ponieważ nie znaleziono żadnych analogicznych materiałów dotyczących 
wykonanego eksperymentu.  
 
9.3. Spektrofotometria UV-Vis z zastosowaniem odczynnika DPPH  
Analizę spektrofotometryczną wykonano przy użyciu spektrofotometru UV-Vis 
model V-530. Dla każdego pomiaru absorbancji w zakresie światła widzialnego 
wykorzystano 1 cm szklane kuwety. W celu określenia zdolności antyoksydacyjnych 
wybranych ekstraktów tymianku oraz substancji wzorcowych (kwas askorbinowy - KA  
i kwas galusowy - KG) wykorzystano rozcieńczony metanolowy roztwór DPPH uzyskując 
absorbancję na poziomie 0,70 ± 0,02 przy długości fali λ = 515 nm. W pierwszym etapie 
przygotowano 0,3% metanolowy roztwór DPPH i przechowywano go w lodówce  
(w temperaturze 5
o
C) do czasu rozpoczęcia analizy. Godzinę przed docelowymi pomiarami 
roztwór podstawowy DPPH umieszczono w ciemności w temperaturze pokojowej,  
a następnie jego część rozcieńczono do momentu uzyskana roztworu 0,003%. W celu 
przebadania próbek określono odpowiednią objętość ekstraktów tymianku, dla których 
uzyskano procent inhibicji pomiędzy 20 a 80%, po 40 minutach prowadzenia reakcji  
w temperaturze pokojowej w ciemności z dodatkiem 3,9 mL DPPH. Procedura analityczna 
była następująca: 
 do każdej szklanej probówki dodano 3,9 mL metanolowego roztworu 
DPPH, 
 do jednej z probówek dodano 100 mL metanolu (próba kontrolna), 
 do pozostałych probówek dodano poszczególne ekstrakty tymianku. 
Całkowita objętość mieszaniny reakcyjnej wynosiła 4 mL, 
 przygotowane próbki pozostawiono na 40 minut w temperaturze pokojowej 
w ciemności, 
 po upływie określonego czasu zmierzono absorbancje przy długości fali  
λ = 515 nm. 
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Wszystkie pomiary prowadzono w trzech powtórzeniach, a jako wynik końcowy 
podano wartość uśrednioną z trzech niezależnych pomiarów. Jako próbę pozytywną 
wykorzystano kwas askorbinowy oraz kwas galusowy. Obliczono procent inhibicji  
z rodnikiem DPPH według następującego równania: 
I, % = [(AbsDPPH - AbsPRÓBKI)/AbsDPPH] × 100         (11) 
gdzie: AbsDPPH - początkowa absorbancja rozcieńczonego roztworu DPPH, 
AbsPRÓBKI - absorbancja badanych próbek po 40 minutach trwania reakcji [339]. 
Wyniki uzyskane dla poszczególnych ekstraktów tymianku wyrażono jako 
równoważnik kwasu askorbinowego i kwasu galusowego, przy użyciu odpowiednich 
krzywych kalibracyjnych. W przedstawionych poniżej równaniach x równa się 
odpowiednio zawartości kwasu askorbinowego i kwasu galusowego w mg. Dla kwasu 
askorbinowego krzywa kalibracyjna ma następującą postać: 
I, % =11424 x – 1,49 (r2 = 0,9991)           (12) 
y = 11424x - 1,4907
R² = 0,9991
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Rys.44. Krzywa kalibracyjna dla kwasu askorbinowego. 
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Dla kwasu galusowego krzywa kalibracyjna ma następującą postać: 
I, % = 34381x + 0,87 (r
2
 = 0,9990)              (13) 
 
Rys.45. Krzywa kalibracyjna dla kwasu galusowego. 
Tak uzyskane wyniki przeliczono na równoważnik mg kwasu askorbinowego  
lub mg kwasu galusowego/1 g suchej masy ziół. Dokładne dane liczbowe przedstawiono w 
tabeli 14. 
W wyniku przeprowadzonej ilościowej analizy spektrofotometrycznej z użyciem 
odczynnika DPPH stwierdzono, że wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują 
właściwości przeciwutleniające. Gatunki charakteryzujące się największymi zdolnościami 
antyoksydacyjnymi to T. serpyllum ‘albus’, T. serpyllum ‘aureus’ oraz T. pulegioides 
subsp. pulegioides (odpowiednio 48,04, 39,25 i 38,93 mg KA/1 g suchej masy ziół oraz 
15,39, 12,44 i 12,33 mg KG/1 g suchej masy ziół), natomiast najmniejszymi gatunki  
T. citriodorus ‘golden dwarf’ i T. praecox ‘pygmaeus’ (odpowiednio 12,24 i 17,04 mg 
KA/1 g suchej masy ziół oraz 3,37 i 4,98 mg KG/1 g suchej masy ziół). Następnie 
uzyskane dane doświadczalne porównano z danymi literaturowymi. W literaturze można 
znaleźć wiele materiałów dotyczących oceny zdolności antyoksydacyjnych ekstraktów 
tymianku [340-345]. Sposoby analizy ilościowej użyte przez różnych autorów różnią się, 
dlatego porównanie otrzymanych wartości z materiałami dostępnymi w literaturze byłoby 
możliwe tylko wtedy, gdyby przeprowadzone eksperymenty były wykonane w takich 
samych warunkach. Niestety dokładny przegląd literaturowy pokazał, iż nie jest możliwe 
znalezienie wspólnego mianownika umożliwiającego porównanie zdolności 
antyoksydacyjnych roślin leczniczych.  
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Tab.14. Wyniki analizy właściwości przeciwutleniających dla poszczególnych gatunków tymianku 
trzema wybranymi metodami analitycznymi z zastosowaniem jako źródło wolnych rodników 
odczynnika DPPH.  
Gatunek 
EPR UV-Vis test dot blot 
mg TEAC/1g suchej 
masy ziół  
(RSD [%]) 
mg KA / 1g suchej 
masy ziół  
(RSD [%]) 
mg KG / 1g suchej 
masy ziół  
(RSD [%]) 
mg KG / 1g 
suchej masy ziół  
 (RSD [%]) 
1. T. vulgaris 85,60 (1,79) 28,33 (1,99) 8,77 (2,16) 25,97 (10,13) 
2. T. serpyllum 74,13 (5,61) 24,73 (3,35) 7,56 (3,68) 32,54 (12,13) 
3. T. pulegioides subsp. 
pulegioides 
133,00 (2,50) 39,25 (3,32) 12,44 (3,52) 45,26 (3,47) 
4. T. kosteleckyanus 77,07 (2,08) 27,62 (1,61) 8,53 (1,75) 44,38 (2,96) 
5. T. citriodorus ‘golden 
dwarf’ ziele 
33,61 (9,67) 17,68 (5,61) 5,19 (6,49) 25,53 (3,33) 
6. T. marschallianus 74,54 (6,41) 19,85 (3,51) 5,92 (3,22) 30,79 (6,53) 
7. T. degenii 106,55 (2,59) 29,15 (2,45) 9,05 (2,65) 41,75 (7,49) 
8. T. pseudolanuginosus 97,88 (2,86) 30,47 (3,68) 9,49 (2,80) 33,86 (10,28) 
9. T. pannnonicus 99,43 (2,76) 24,87 (5,23) 7,61 (5,83) 36,49 (3,60) 
10. T. austriacus 94,47 (2,86) 22,18 (3,66) 6,71 (3,62) 37,36 (4,60) 
11. T. praecox 
‘pygmaeus’ 
58,53 (2,53) 17,04 (6,34) 4,98 (7,30) 20,70 (12,70) 
12. T. tiflisiensis 88,31 (0,75) 24,09 (3,58) 7,35 (3,95) 36,05 (3,04) 
13. T. pulegioides subsp. 
pulegioides 
74,47 (2,07) 27,99 (3,85) 8,66 (4,17) 29,47 (13,63) 
14. T. citriodorus ‘golden 
dwarf’ korzeń 
56,61 (3,68) 12,24 (8,56) 3,37 (8,15) 11,94 (13,17) 
15. T. serpyllum ‘aureus’ 133,38 (1,03) 38,93 (7,03) 12,33 (5,13) 49,64 (5,30) 
16. T. serpyllum ‘albus’ 137,53 (3,15) 48,03 (2,85) 15,39 (2,99) 60,16 (7,57) 
17. T. serpyllum 77,75 (6,30) 22,59 (3,56) 6,84 (3,94) 31,23 (9,99) 
18. T. praecox subsp. 
arcticus 
74,78 (1,03) 18,79 (2,86) 5,57 (3,30) 35.17 3,74) 
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9.4. Spektrofotometria UV-Vis z zastosowaniem odczynnika ABTS 
Analizę spektrofotometryczną wykonano przy użyciu spektrofotometru UV-Vis 
model V-530. Dla każdego pomiaru absorbancji w zakresie światła widzialnego 
wykorzystano 1 cm szklane kuwety. W celu określenia zdolności antyoksydacyjnych 
wybranych ekstraktów tymianku oraz substancji wzorcowych (kwas askorbinowy - KA  
i kwas galusowy - KG) wykorzystano roztwór ABTS uzyskując absorbancje na poziomie 
0,70 ± 0,02 przy długości fali λ = 734 nm. Przed analizą przygotowano roztwór 
kationorodnika, poprzez rozpuszczenie w stosunku molowym 7 x 10
-3
 mol/dm
3
 : 2,54 x 10
-3
 
mol/dm
3
 ABTS z nadsiarczanem amonu. Całość pozostawiono na 16 h w ciemnym miejscu 
w temperaturze pokojowej. Po upływie określonego czasu roztwór rozcieńczono 
metanolem w celu uzyskania odpowiedniej absorbancji (0,7 ± 0,02) przy długości fali  
λ = 734 nm. Następnie przeprowadzono oznaczenie zdolności antyoksydacyjnych. 
Mieszanina reakcyjna zawierała 50 µL ekstraktu oraz 5 mL roztworu ABTS. Absorbancję 
mierzono po upływie 10 minut przy długości fali λ = 740 nm. Dla każdego z ekstraktów 
wykonano trzy powtórzenia. Wyniki przedstawiono jako mg substancji wzorcowej na 1 g 
suchego materiału roślinnego. Procent inhibicji został obliczony za pomocą wzoru: 
I, % = [(AbsABTS - AbsPRÓBKI)/AbsABTS] × 100          (14) 
gdzie: AbsABTS - początkowa absorbancja rozcieńczonego roztworu ABTS, 
AbsPRÓBKI - absorbancja badanych próbek po 10 minutach trwania reakcji. 
Wyniki uzyskane dla poszczególnych ekstraktów tymianku wyrażono jako 
równoważnik kwasu askorbinowego i kwasu galusowego, przy użyciu odpowiednich 
krzywych kalibracyjnych. W przedstawionych poniżej równaniach x równa się 
odpowiednio zawartości kwasu askorbinowego i kwasu galusowego w mg. Dla kwasu 
askorbinowego krzywa kalibracyjna ma następującą postać: 
I, % = 3015,7 x + 0,49 (r
2
 = 0,999)            (15) 
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Rys.46. Krzywa kalibracyjna dla kwasu askorbinowego. 
Dla kwasu galusowego krzywa kalibracyjna ma następującą postać: 
I, % = 6644,9 x + 1,62 (r
2
 = 0,999)            (16) 
y = 6644,9x + 1,6164
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Rys.47. Krzywa kalibracyjna dla kwasu galusowego. 
Tak uzyskane wyniki przeliczono jako równoważnik mg kwasu askorbinowego 
lub mg kwasu galusowego/1 g suchej masy ziół. Dokładne dane liczbowe przedstawiono  
w tabeli 15. 
126 
 
 
Tab.15. Wyniki analizy właściwości przeciwutleniających dla poszczególnych gatunków tymianku 
przy pomocy spektrofotometrii UV-Vis z zastosowaniem jako źródło wolnych rodników 
odczynnika ABTS.   
Gatunek 
UV-Vis 
mg KA/1g suchej 
masy ziół  
(RSD [%]) 
mg KG/1g suchej 
masy ziół  
(RSD [%]) 
1. T. vulgaris 31,89 (1,19) 14,13 (1,23) 
2. T. serpyllum 34,25 (1,97) 15,21 (2,03) 
3. T. pulegioides subsp. pulegioides 40,37 (0,57) 18,02 (0,58) 
4. T. kosteleckyanus 37,43 (0,60) 16,68 (0,61) 
5. T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele 29,12 (1,55) 12,86 (1,62) 
6. T. marschallianus 36,61 (1,13) 16,30 (1,17) 
7. T. degenii 38,84 (1,58) 17,32 (1,63) 
8. T. pseudolanuginosus 40,91 (0,23) 18,27 (0,16) 
9. T. pannnonicus 39,88 (1,03) 17,80 (1,06) 
10. T. austriacus 38,04 (0,30) 16,95 (0,30) 
11. T. praecox ‘pygmaeus’ 33,64 (2,66) 14,94 (2,75) 
12. T. tiflisiensis 40,31 (1,06) 18,00 (1,09) 
13. T.  pulegioides subsp. pulegioides 39,52 (0,97) 17,63 (1,00) 
14. T. citriodorus ‘golden dwarf’ korzeń 32,75 (5,03) 14,53 (5,20) 
15. T. serpyllum ‘aureus’ 44,25 (0,82) 19,81 (0,84) 
16. T. serpyllum ‘albus’ 42,59 (0,48) 19,04 (0,49) 
17. T. serpyllum 38,36 (1,73) 17,10 (1,78) 
18. T. praecox subsp. arcticus 35,93 (1,80) 15,99 (1,85) 
W wyniku przeprowadzonej analizy spektrofotometrycznej z użyciem odczynnika 
ABTS stwierdzono, że wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują właściwości 
przeciwutleniające. Otrzymane wartości dla kwasu askorbinowego znajdują się w zakresie 
od 29,12 do 44,25 mg KA/1 g suchej masy zioła, natomiast dla kwasu galusowego od 12,86 
do 19,81 mg KG/1 g suchej masy zioła. Gatunki charakteryzujące się największymi 
zdolnościami antyoksydacyjnymi to T. serpyllum ‘albus’i T. serpyllum ‘aureus’ 
(odpowiednio 44,25 i 42,59 mg KA/1 g suchej masy ziół oraz 19,04 i 19,81 mg KG/1 g 
suchej masy ziół), natomiast najmniejszymi gatunki T. citriodorus ‘golden dwarf’  
i T. vulgaris (odpowiednio 29,12 i 31,89 mg KA/1 g suchej masy ziół oraz 12,86 i 14,13 
mg KG/1 g suchej masy ziół). 
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10. Analiza właściwości przeciwnowotworowych dla wybranych 
gatunków tymianku 
W pierwszym etapie analizy odpowiednio przygotowano uzyskane w optymalnych 
warunkach ekstrakcji ASE próbki. W tym celu ekstrakty przesączono przez AnotopTM 25 
Plus (0,02 µm). Następnie tak przygotowane próbki przeznaczono do analizy. Jako model 
nowotworu wybrano komórki ludzkiego raka okrężnicy HCT116, jako wystarczająco 
reprezentatywny dla interakcji ze składnikami diety. Ponadto wykorzystano komórki 
prawidłowe NHDF typu fibroblastów wyizolowane ze skóry. Wszystkie linie zostały 
pozyskane z banku ATCC (ang. American Type Culture Collection). 
Komórki hodowano w pożywce DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
F12, zawierającej 12% surowicy płodów wołowych w przypadku linii HCT116, oraz 15% 
surowicy płodów wołowych, nieinaktywowanej w przypadku linii NHDF. Pożywka 
zawierała również antybiotyk (gentamycyne) w ilościach 100 µg/mL pozywki. Hodowle 
komórkowe przechowywane były w inkubatorach o stałej zawartości CO2 (5%)  
i wilgotności (95%). Temperatura wnętrza cieplarki wynosiła 37oC. W celu utrzymania 
hodowli komórki pasażowano przy użyciu 0,25% roztworu trypsyny. Doświadczenia na 
komórkach in vitro prowadzone były w warunkach sterylnych. 
Ekstrakty roślinne liofilizowano i rozpuszczono w wodzie,  następnie rozcieńczono  
w medium w celu osiągnięcia wymaganego stężenia. Wykładniczo rosnące komórki 
zbierano poprzez trypsynizację z hodowli subkonfluentnych. Komórki wysiewano  
w stężeniu 5,0 x 103 komórek na dołek do 96- dołkowych płytek i hodowano przez 18 
godzin. Po tym czasie pożywkę hodowlaną wymieniono na medium zawierające ekstrakty 
w zakresie stężeń od 0,1 do 2,0 mg/mL. Komórki inkubowano z ekstraktami przez 72h. 
Następnie pożywkę zastąpiono 100 µL DMEM bez czerwieni fenolowej. Aktywność 
metaboliczną żywych komórek oznaczono przez dodanie 20 µL CellTiter 96 AQueous 
One Solution - MTS do każdego dołka, a następnie inkubowano przez 1 godzinę. Test MTS 
jako kolorymetryczna metoda, stosowany jest do określenia liczby zdolnych do życia 
komórek. Roztwór wzorcowy zawierający 100 µL DMEM bez czerwieni fenolowej i 20 µL 
roztworu MTS zastosowano jako ślepą próbę. Po czasie inkubacji zmierzono absorbancję 
powstałego formazanu przy długości fali λ = 490 nm, za pomocą czytnika płytek 
wielodołkowych Synergy4. Minimalne stężenie hamujące (MIC) określono jako stężenie 
ekstraktu zdolnego do zredukowania wzrostu komórek o 50% populacji. Każdy 
poszczególny ekstrakt tymianku badano w trzech powtórzeniach w jednym eksperymencie, 
przy czym każdy eksperyment był powtarzany od 3 do 5 razy.  
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Rys.48. Porównanie właściwości przeciwnowotworowych dla wszystkich przebadanych gatunków 
tymianku. 
 
W wyniku przeprowadzonej analizy przy pomocy testu MTS stwierdzono,  
że wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują właściwości przeciwnowotworowe. 
Dokładne wartości przedstawiono w tabeli 16. Jak można zaobserwować, uzyskane 
wartości są stosunkowo niskie (nie przekraczają wartości 200 µg/mL), ponadto są bardzo 
zróżnicowane dla poszczególnych próbek. Ekstraktem, który hamował największą liczbę 
komórek raka jest T. serpyllum ‘albus’ (340 µg/mL). Natomiast gatunkiem wykazującym 
najmniejsze zdolności przeciwnowotworowe okazał się gatunek T. vulgaris, dla którego 
wartość MIC wyniosła 1900 µg/mL (jest to ponad 5 razy większa wartość, niż w przypadku 
gatunku T. serpyllum ‘albus’). Ciekawą zależność można zauważyć dla gatunku  
T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele i korzeń. Aktywność przeciwnowotworowa jest 4 razy 
większa dla próbki otrzymanej z liści (1700 µg/mL), niż w przypadku próbki otrzymanej  
z korzenia (420 µg/mL). Podobnie dla gatunku T. serpyllum. Dla odmiany ‘aureus’ 
zaobserwowano 3 razy większe wartości MIC, niż w przypadku odmiany ’albus’ 
(odpowiednio 1225 µg/mL i 340 µg/mL).  
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Tab.16. Wyniki analizy właściwości przeciwrakowych dla poszczególnych gatunków tymianku 
przy pomocy testu MTS. 
Gatunek 
MIC[µg/mL] 
(RSD [%]) 
1. T. vulgaris 1900 (4,62) 
2. T. serpyllum 1400 (8,14) 
3. T. pulegioides subsp. pulegioides 715 (1,71) 
4. T. kosteleckyanus 650 (3,03) 
5. T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele 1700 (8,29) 
6. T. marschallianus 800 (0,89) 
7. T. degenii 445 (11,32) 
8. T. pseudolanuginosus 420 (4,43) 
9. T. pannnonicus 1700 (0,26) 
10. T. austriacus 1000 (0,63) 
11. T. praecox ‘pygmaeus’ 425 (3,23) 
12. T. tiflisiensis 410 (0,13) 
13. T. pulegioides subsp. pulegioides 370 (0,13) 
14. T. citriodorus ‘golden dwarf’ 
korzeń 
420 (2,53) 
15. T. serpyllum ‘aureus’ 1225 (3,61) 
16. T. serpyllum ‘albus’ 340 (1,64) 
17. T. serpyllum 385 (17,4) 
18. T. praecox subsp. arcticus 530 (1,90) 
 
 
130 
 
 
11. Wyniki analizy właściwości biologicznych wybranych gatunków 
tymianku 
W wyniku przeprowadzenia bioautograficznego testu dot blot, analizy właściwości 
przeciwutleniających trzema metodami analitycznymi z zastosowaniem odczynnika 
DPPH i ABTS oraz przeprowadzenia przeciwnowotworowego testu MTS stwierdzono, 
iż wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują takie właściwości. Dokładne dane 
i ich porównanie przedstawiono w tabeli 17.  
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Tab.17. Porównanie wyników poszczególnych gatunków tymianku dla przebadanych właściwości biologicznych.  
Właściwości 
przeciwnowotoworowe
Właściwości 
przeciwbakteryjne
EPR test dot blot 
DPPH DPPH 
mg TEAC/1g suchej masy mg KG / 1g  suchej masy mg KA / 1g  suchej masy mg KG / 1g  suchej masy mg KA / 1g  suchej masy mg KG / 1g  suchej masy MIC Strefy zahamowania [cm
2
]
1 85,6 8,77 28,33 14,13 31,89 25,97 0,0005 0,35
2 74,13 7,56 24,73 15,21 34,25 32,54 0,0007 0,88
3 133 12,44 39,25 18,02 40,37 45,26 0,0014 0,43
4 77,07 8,53 27,62 16,68 37,43 44,38 0,0015 1,05
5 33,61 5,19 17,68 12,86 29,12 25,53 0,0006 1,44
6 74,54 5,92 19,85 16,3 36,61 30,79 0,0013 1,3
7 106,55 9,05 29,15 17,32 38,84 41,75 0,0022 0,38
8 97,88 9,49 30,47 18,27 40,91 33,86 0,0024 0,99
9 99,43 7,61 24,87 17,8 39,88 36,49 0,0006 0,79
10 94,47 6,71 22,18 16,95 38,04 37,36 0,0010 0,89
11 58,53 4,98 17,04 14,94 33,64 20,7 0,0024 0,96
12 88,31 7,35 24,09 18 40,31 36,05 0,0024 0,99
13 74,47 8,66 27,99 17,63 39,52 29,47 0,0027 0,6
14 56,61 3,37 12,24 14,53 32,75 11,94 0,0024 0,78
15 133,38 12,33 38,93 19,81 44,25 49,64 0,0008 0,82
16 137,53 15,39 48,03 19,04 42,59 60,16 0,0029 0,85
17 77,75 6,84 22,59 17,1 38,36 31,23 0,0026 0,84
18 74,78 5,57 18,79 15,99 35,93 35,17 0,0019 0,87
Lp.
Właściwości przeciwutleniające
UV-Vis
HCT-116 DB-TLC 
DPPH ABTS 
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12. Analiza chemometryczna właściwości przeciwbakteryjnych, 
przeciwutleniających oraz przeciwnowotworowych 
12.1. Analiza chemometryczna właściwości przeciwutleniających 
W celu porównania zdolności antyoksydacyjnych poszczególnych gatunków 
tymianku otrzymanych trzema metodami analitycznymi (test dot blot, EPR oraz 
spektrofotometria UV-Vis) zastosowano grupowanie hierarchiczne. Wyniki 
przeprowadzonej analizy chemometrycznej otrzymano dla danych autoskalowanych  
i przedstawiono na rysunku 49. 
 
Rys.49. Dendrogram wybranych gatunków tymianku oraz ich właściwości przeciwutleniających 
otrzymanych trzema metodami analitycznymi: metoda 1 - spektroskopia EPR,  
metoda 2 - spektrofotometria UV-Vis, metoda 3 - test dot blot. 
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Dendrogram przedstawiony na rysunku 49 dla osiemnastu przebadanych gatunków 
tymianku można podzielić na trzy główne klastry: A, B i C. Do grupy C możemy zaliczyć 
ekstrakty o numerach 3, 15 i 16. Klaster B zawiera ekstrakty o numerach 5, 11 i 14, 
natomiast pozostałe 12 ekstraktów możemy zakwalifikować do klastra A, który możemy 
dalej podzielić na grupy A1 i A2. Ekstrakty trzech gatunków zaliczone do klastra C różnią 
się najbardziej od pozostałych badanych próbek. Rozszerzona mapa ciepła pokazuje, że te 
trzy gatunki charakteryzują się największymi zdolnościami antyoksydacyjnymi. 
Zaobserwowano, że dwa spośród trzech omawianych gatunków (ekstrakty numer 15 i 16), 
są ze sobą ściśle powiązane, ponieważ są reprezentowane przez ten sam gatunek  
T. serpyllum, lecz inne jego odmiany (odpowiednio ‘aureus’ i ‘albus’). Kolejna grupa 
ekstraktów (klaster B) zwierająca próbki numer 5, 11 i 14, po przeanalizowaniu mapy 
ciepła, wykazuje najniższe właściwości przeciwutleniające. Próbki oznaczone numerami  
5 i 14 należą do tego samego gatunku, T. citriodorus ‘golden dwarf’, ale zostały pozyskane 
z różnych części rośliny - liście i korzeń. Można zatem wnioskować, że cała roślina 
charakteryzuję się niskim potencjałem antyoksydacyjnym. Pozostałe 12 ekstraktów 
zaliczających się do klastra A (próbki numer 1, 2, 4, 6-10, 12, 13, 17 i 18) charakteryzuje 
się średnimi właściwościami przeciwutleniającymi (wyższymi niż gatunek T. citriodorus,  
a niższymi niż gatunek T. serpyllum). 
Różne kolory na mapie ciepła, opisujące zdolności antyoksydacyjne dla 
poszczególnych gatunków tymianku mierzonych trzema metodami analitycznymi, są 
prawie identyczne lub bardzo zbliżone do siebie nawzajem, niezależnie od stosowanej 
techniki pomiarowej. Przykładem mogą być ekstrakty numer 15 i 16 o barwie 
pomarańczowo-brązowej (pomimo różnic w intensywności koloru). Charakteryzują się one 
największymi zdolnościami antyoksydacyjnymi. Przeciwnie, ekstrakty 5, 11 i 14 posiadają 
barwę niebieską (również o różnej intensywności barwy), co wskazuje na najniższe 
właściwości przeciwutleniające wśród próbek. Analogiczne zależności kolorów 
obserwujemy dla wyciągów tymianku, które charakteryzują się pośrednimi zdolnościami 
antyoksydacyjnymi.  
Związek między zdolnościami przeciwutleniającymi dla badanych gatunków 
tymianku mierzony trzema różnymi metodami analitycznymi przedstawiono na rysunku 50. 
Współczynnik korelacji dla metody 1 (spektroskopia EPR) i metody (spektrofotometria 
UV-Vis) wynosi 0,88, metody 1 (spektroskopia EPR) i metody 3 (test dot blot) 0,83, 
natomiast dla metody 2 (spektrofotometria UV-Vis) i metody 3 (test dot blot) 0,86. 
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Rys.50. Relacje pomiędzy właściwościami antyoksydacyjnymi badanych gatunków tymianków 
mierzonymi trzema metodami analitycznymi: a) metoda 1 (spektroskopia EPR) i metoda 2 
(spektrofotometria UV-Vis), b) metoda 1 (spektroskopia EPR) i metoda 3 (test dot blot) oraz c) 
metoda 2 (spektrofotometria UV-Vis) i metoda 3 (test dot blot). 
Dla omawianych wyników przeprowadzono analizę czynników głównych (PCA),  
w wyniku której wybrano dwie główne składowe: PC1 opisującą 91,64% oraz PC2 
opisującą 4,58% wariancji danych. 
 
Rys.51. Wyniki PCA: a) projekcja parametrów (1 - spektroskopia EPR,  
2 - spektrofotometria UV-Vis, 3 - test dot blot), b) projekcja przebadanych gatunków tymianku  
w płaszczyźnie wyznaczonej przez składowe PC1 i PC2. 
Metoda 1 Metoda 1 
Metoda 2 
M
et
o
d
a 
2
 
M
et
o
d
a 
3
 
M
et
o
d
a 
3
 
a) b) 
135 
 
 
W projekcji parametrów (zastosowane techniki analityczne, rys.51a.) składowa PC1 
odzwierciedla wysoką dodatnią korelację pomiędzy porównywanymi metodami, natomiast 
składowa PC2 opisuje małe różnice zaobserwowane dla metody EPR (1) i testu dot blot (3). 
Projekcja próbek na płaszczyznę wyznaczoną przez PC1 i PC2 (rys.51b.) pozwala  
na porównanie właściwości przeciwutleniających poszczególnych gatunków tymianku. 
Trzy różne kolory wykorzystywane są do oznaczania próbek należących do trzech 
klasterów (A, B i C) zgodnie z wcześniej omawianym dendrogramem.  
12.2. Analiza chemometryczna badanych właściwości biologicznych 
Celem niniejszej analizy było porównanie aktywności antyoksydacyjnej, 
antybakteryjnej i przeciwnowotworowej dla poszczególnych gatunków tymianku, a przede 
wszystkim stwierdzenie, czy między tymi trzema różnymi rodzajami aktywności 
biologicznej istnieją zależności. Metody oznaczone numerami 1-4 dotyczą zdolności 
przeciwutleniających, metoda 5 właściwości przeciwnowotworowych, natomiast  
6 przeciwbakteryjnych. Porównanie to przeprowadzono przy pomocy grupowania 
hierarchicznego oraz analizy czynników głównych. 
Wyniki analizy przeprowadzonej metodą grupowania hierarchicznego zostały 
przedstawione na rysunku 52. Metoda ta została zastosowana zarówno do porównania 
między sobą osiemnastu badanych gatunków tymianku, jak i wyników sześciu rodzajów 
przeprowadzonych metod analitycznych. 
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Rys.52. Dendrogram przedstawiający badane gatunki tymianku pod względem ich właściwości 
biologicznych. Parametry oznaczone numerami 1-4 dotyczą zdolności przeciwutleniających,  
5 właściwości przeciwnowotworowych, natomiast 6 przeciwbakteryjnych. 
Parametry zostały uszeregowane zgodnie ze stopniem ich skorelowania  
z wykorzystaniem metody Word’a. Na podstawie uzyskanego dendrogramu, skupiając się 
na porównaniu między sobą osiemnastu przebadanych gatunków tymianku, możemy 
zaobserwować tworzenie się czterech głównych klastrów (A, B, C i D). Klaster A zawiera 
ekstrakt o numerach 4, 6, 8, 10, 12, 13, 17 oraz 18. W skład grupy B wchodzą próbki 
tymianków o numerach 1, 2 i 9, natomiast w skład grupy C próbki o numerach 5, 11, 14.  
W ostatnim wyodrębnionym klastrze D, stwierdzono obecność ekstraktów 3, 7, 15 oraz 16. 
Wzbogacając naszą interpretację danych o mapę ciepła możemy zauważyć ciekawe 
zależności pomiędzy ekstraktami w poszczególnych klastrach.  
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Jak można zaobserwować gatunki należące do klastra D wykazują największe 
zdolności antyoksydacyjne. Dodatkowo spośród nich można wyodrębniać dwie próbki  
o najsilniejszych właściwościach przeciwutleniających (próbka nr 15 i 16),  które można 
przypisać temu samemu gatunkowi T. serpyllum, lecz różnej jego odmianie (‘aureus’ oraz 
‘albus’).  
W skład grupy C wchodzą gatunki, które charakteryzują się najmniejszymi 
zdolnościami antyoksydacyjnymi. Jak można zauważyć próbki 5 i 14 należą do tego 
samego gatunku (T. citriodorus ‘golden dwarf’), jednak w badaniach wykorzystano różne 
jego części - liście i korzeń. Dodatkowo próbka o numerze 5 charakteryzuje się silnymi 
właściwościami przeciwbakteryjnymi.  
Dla grupy B (próbki o nr 1, 2 i 9) zaobserwowano najwyższe wartości uzyskane  
w wyniku analizy zdolność przeciwnowotworowej, co świadczy o tym, że gatunki te 
charakteryzują się najsłabszymi właściwościami przeciwnowotworowymi. Próbki, które 
charakteryzuję największe zdolności przeciwnowotworowe, to próbki numer: 16  
(T. serpyllum ‘albus’), 17 (T. serpyllum) oraz 13 (T.  pulegioides), które zakwalifikowano 
do różnych klastrów. 
Próbki tworzące grupę A charakteryzują średnie wartości badanych właściwości 
biologicznych. Wyjątek stanowi próbka o numerze 6 (T. marschallianus), dla której 
zaobserwowano wysokie właściwości przeciwbakteryjne oraz 17 (T. serpyllum)  
i 13 (T. pulegioides), dla których zaobserwowano najwyższe właściwości 
przeciwnowotworowe.  
Do zobrazowania zależności pomiędzy próbkami i mierzonymi parametrami 
zastosowano analizę czynników głównych. Bazując na założeniu, że zmienność związana 
jest z zasobem informacji zawartej w danych, wyznaczono czynniki główne zawierające 
możliwie największą część zmienności występujących w analizowanych danych. 
Kumulacyjny procent wariancji danych opisanych przez pierwsze sześć czynników 
głównych przedstawia rys.53. 
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Rys.53. Skumulowany procent opisanej wariancji danych przy kolejnych PCs. 
Pierwsze dwa czynniki główne opisują znaczną część całkowitej wariancji danych 
(78,58%). Projekcja danych na przestrzeń zdefiniowaną przez pierwsze dwa czynniki 
główne (PC1, PC2) pozwala zauważyć wzajemne położenie obiektów względem siebie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys.54. Projekcja a) obiektów, b) parametrów na przestrzeń opisaną przez pierwsze dwa czynniki 
główne. 
Projekcja przebadanych gatunków tymianku (obiektów) pod kątem ich różnych 
właściwości biologicznych na płaszczyznę zdefiniowaną przez dwie pierwsze główne 
składowe (PC1 i PC2), pokazuje grupowanie tych gatunków w cztery odrębne klastery  
(A, B, C i D) - rysunek 54a. W identyczny sposób zostały sklasyfikowane poszczególne 
gatunki za pomocą wcześniej opisanej metody chemometrycznej - grupowanie 
hierarchiczne.   
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Projekcja parametrów zdefiniowana przez dwie pierwsze główne składowe, PC1  
i PC2 (rys.54b) pokazuje różny stopień ich skorelowania. Parametry 1-4 opisujące 
zdolności antyoksydacyjne są silnie skorelowane między sobą. Po dokładnym 
przeanalizowaniu danych możemy zauważyć, że parametry 1, 2, 4 są nieznacznie 
zróżnicowane między sobą. Metody opisujące wymienione parametry jako źródło wolnych 
rodników wykorzystały odczynnik DPPH, niemniej jednak wykorzystały one różne 
substancje wzorcowe (kwas galusowy, trolox).  Parametry te natomiast bardziej odbiegają 
od parametru 3, dla którego wyniki zostały uzyskane przy użyciu odczynnika ABTS,  
z zastosowaniem kwasu galusowego jako substancji wzorcowej.  
Natomiast parametry 1-4 są skorelowane ujemnie względem parametru 6, 
określającego właściwości przeciwbakteryjne. Oznacza to, że ekstrakty wykazujące silne 
właściwości przeciwutleniające posiadają niskie właściwości przeciwbakteryjne i na 
odwrót. Wymienione właściwości biologiczne nie są natomiast skorelowane z parametrem 
5 (zdolności przeciwnowotworowe) ze względu na kąt pomiędzy wektorami, bliski 90o. 
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13. Podsumowanie 
Na podstawie przeprowadzonych badań, stwierdzono iż: 
 W wyniku przeprowadzenia wieloetapowej ekstrakcji otrzymano sześć frakcji 
związków fenolowych. 
 W wyniku analizy TLC z detekcją densytometryczną oraz HPLC (z zastosowaniem 
dwóch detektorów DAD oraz ELSD) skonstruowano fingerprinty dla 
poszczególnych gatunków i odmian z rodziny jasnotowatych (Lamiaceae).  
 Stwierdzono, iż frakcja aglikonów flawonoidowych najbardziej różnicuje 
przebadane rośliny należące do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae), natomiast 
frakcja kwasów fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej, wolnych 
kwasów fenolowych oraz octanowa frakcja glikozydów flawonoidowych różnicują 
je najsłabiej.  
 Na podstawie analizy GC-MS stwierdzono, że skład jakościowy olejków 
eterycznych otrzymanych techniką analizy fazy nadpowierzchniowej jest bogatszy, 
niż otrzymanych podczas destylacji z parą wodną w aparacie Derynga dla badanych 
gatunków tymianku. 
 Dla wszystkich przebadanych gatunków tymianku zidentyfikowano tylko jeden 
wspólny związek lotny: β-linalol. Tylko 10 spośród 20 badanych gatunków 
tymianku w składzie frakcji lotnej zwierało mieszaninę izomerów: tymol i/lub 
karwakrol.  
 Analiza chemometryczna danych otrzymanych z analizy chromatograficznej 
gatunków tymianku pozwoliła wyodrębnić 3 grupy, różniące się składem frakcji 
lotnej. 
 Stosując centralny plan kompozycyjny wyznaczono optymalne warunki 
prowadzenia ekstrakcji ASE: temperatura 130
o
C, rozpuszczalnik metanol - woda, 
27:73 v/v.  
 Zawartość związków fenolowych w ekstraktach otrzymanych w optymalnych 
warunkach z zastosowaniem ekstrakcji ASE jest wyższa, niż w przypadku 
ekstraktów otrzymanych ekstrakcją w aparacie Soxhleta, 
 Stosując dwustopniowy model ANOVA stwierdzono, że cztery gatunki tymianku, 
tj. T. pulegioides, T. kosteleckyanus, T citriodorus oraz T. marschallianus różnią się 
od pozostałych dwóch: T. vulgaris i T. serpyllum, zawartością związków 
fenolowych. 
 W wyniku przeprowadzenia bioautograficznego testu dot blot stwierdzono, iż 
wszystkie osiemnaście przebadanych ekstraktów tymianku wykazuje właściwości 
przeciwbakteryjne. Gatunki, które wykazały największe właściwości 
przeciwbakteryjne to T. citriodorus ‘golden dwarf’ ziele oraz T. marschallianus, 
natomiast najmniejsze T. vulgaris i T. degenii. 
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 Analizując właściwości przeciwutleniające trzema metodami analitycznymi  
z zastosowaniem odczynnika DPPH oraz ABTS stwierdzono, że wszystkie 
przebadane gatunki tymianku wykazują zdolności antyoksydacyjne.  Dwie odmiany 
gatunku T. serpyllum (‘albus’ i ‘aureus’) charakteryzowały się największymi 
właściwościami, podczas gdy gatunek T. citriodorus “golden dwarf” 
najmniejszymi. 
 W wyniku analizy chemometrycznej danych otrzymanych z badań zdolności 
antyoksydacyjnych wybranych gatunków tymianku z zastosowaniem odczynnika 
DPPH, podzielono badane  gatunki na trzy grupy (o najmniejszych, średnich oraz 
największych właściwościach przeciwutleniających). 
 W wyniku przeprowadzenia testu przeciwnowotworowego MTS stwierdzono, iż 
wszystkie przebadane gatunki tymianku wykazują takie właściwości. Gatunki 
wykazujące największe zdolności przeciwnowotworowe to T. serpyllum,  
T. serpyllum ‘albus’ i T. pulegioides, natomiast najmniejsze T. vulgaris. 
 Analiza chemometryczna otrzymanych wyników (grupowanie hierarchiczne  
i analiza czynników głównych) wykazała, że właściwości biologiczne dla badanych 
gatunków tymianku są różne. 
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14. Finansowanie 
Badania, które są przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej zostały zrealizowane dzięki 
wsparciu finansowemu pochodzącemu z takich źródeł jak: 
 Zwiększenie stypendium doktoranckiego z dotacji podmiotowej na dofinansowanie 
zadań projakościowych, 
 Dotacji z młodych naukowców finansowanej przez Ministerstwo Nauki  
i Szkolnictwa Wyższego, 
 Unijnego programu stypendialnego realizowanego w ramach Europejskiego 
Funduszu Społecznego - DoktoRIS - Program stypendialny na rzecz innowacyjnego 
Śląska. 
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